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1 Einleitung 
Die Alzheimersche Erkrankung, Morbus Parkinson und Multiple Sklerose eint das Absterben 
oder der Funktionsverlust von Nervenzellgewebe, welche mit einer Entzündung des 
umliegenden Gewebes einhergehen ( Arnett et al., 2003). Noch ist nicht eindeutig geklärt, ob 
die Ursache der genannten Erkrankungen im Zelluntergang liegt und die nachgewiesene 
Entzündung reaktiv ist oder ob eine zuerst vorliegende Entzündung die Neurodegeneration 
auslöst. 
Es gibt viele Faktoren, die zur Pathogenese der genannten Erkrankungen beitragen. Einen 
davon genauer zu untersuchen, könnte neue Angriffspunkte für medikamentöse Therapien 
aufdecken. 
 
1.1 Glutaminylzyklasen 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion der Glutaminylzyklase (QC) und deren Isoform 
(isoQC) untersucht. Glutaminylzyklasen (QCs) katalysieren die Umwandlung N-terminaler 
Glutaminylreste (Glu) in Pyroglutamat (pGlu), welches die Proteine stabilisiert, vor 
proteolytischem Abbau schützt ( Schilling et al., 2004;  Hartlage-Rübsamen et al., 2009; 
Morawski et al., 2010) und so auch zu ihrer biologischen Aktivität beiträgt ( Folkers et al., 1970; 
Abraham & Podell, 1981).  
Die QC und isoQC unterscheiden sich in ihrem gewebetypischen Vorkommen, indem die QC 
eher in neuronalem Gewebe vorkommt, die isoQC aber ein ubiquitär im Organismus 
vorkommendes Enzym ( Cynis et al., 2008; Huang et al., 2011) ist. Obwohl beide Enzyme in 
vitro gleiche enzymatische Charakteristiken zeigen (  Stephan et al., 2009), haben sie in vivo 
unterschiedliche Substrate. So zeigten Cynis et al. (2008), dass die QC für die Reifung des 
Thyreotropin-Releasing-Hormons (TRH) im Hypothalamus verantwortlich ist, nicht jedoch die 
isoQC. Andererseits ist die isoQC für die Überführung des CC-Chemokinligand 2 (CC-
chemokine ligand 2, CCL2) in die pGlu-modifizierte Form und damit in seinen biologisch 
aktiven Zustand verantwortlich, nicht jedoch die QC. Ursächlich für die verschiedenen 
Funktionen scheint die unterschiedliche Lokalisation beider Enzyme innerhalb der Zelle zu 
sein: Während die QC ein sekretorisches Enzym ist, verbleibt die isoQC nach der Synthese im 
Golgi-Apparat ( Cynis et al., 2008). 
In verschiedenen tierexperimentellen Modellen konnten in der Vergangenheit differentielle 
Rollen beider Isoenzyme in Entzündungsprozessen nachgewiesen werden. In peripheren 
Geweben konnte sowohl in einem Modell zur Lungenentzündung durch transnasale Gabe von 
Lipopolysaccariden als auch bei Thioglycolat-induzierter Peritonitis gezeigt werden, dass  
isoQC-knock-out (ko)-Mäuse geringere Level CCL2 sowie eine signifikant reduzierte Anzahl 
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an Monozyten im Vergleich zum Wildtyp (WT) aufweisen ( Cynis et al., 2011). Die 
Wissenschaftler zeigten so, dass die isoQC mittels pGlu-Transformation von CCL2 bei der 
Monozyten-Infiltration beteiligt ist, konnten jedoch keine Beteiligung der isoQC bei der 
Leukozyten-Infiltration nachweisen. Bei experimentell induzierter septischer Arthritis in 
Kniegelenken von Mäusen konnten unter Gabe von QC-Inhibitoren eine verzögerte Entstehung 
der Arthritis, geringere Gelenkzerstörung, schnellere Genesung und eine geringere Leukozyten-
Infiltration festgestellt werden. Außerdem zeigten QC-ko-Tiere im Vergleich zu WT- und 
isoQC-ko-Tieren geringere Neutrophileninfiltration. Dies deutet darauf hin, dass sowohl die 
Inhibition der  isoQC als auch der QC notwendig ist, um eine Verbesserung des arthritischen 
Krankheitsbildes herbeizuführen.  
Am tg2576-Mausmodell für die Alzheimersche Erkrankung konnte gezeigt werden, dass die 
Hemmung der QC, welche die N-terminale Modifikation von Amyloid-β (Aβ)-Peptiden zum 
Pyroglutamat katalysiert, mit einer verminderten Aβ-Plaque-Ausbildung assoziiert ist 
( Schilling et al., 2008). Dies lässt den Schluss zu, dass die Pyroglutamat-Endung an Aβ-
Peptiden für deren Stabilisierung gegenüber abbauenden Enzymen sorgt und die Aggregation 
der Aβ-Peptide fördert. In post mortem-Hirngewebe von Individuen, die von der 
Alzheimerschen Erkrankung betroffen waren, konnte die Arbeitsgruppe auch eine erhöhte 
Expression von QC nachweisen. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die isoQC nicht nur 
die Plaque-Bildung begünstigt, sondern auch CCL2 in seinen biologisch aktiven Zustand 
überführt ( Hartlage-Rübsamen et al., 2015). CCL2, auch Monocyten-anlockendes Protein 1 
(monocyte chemoattractant protein 1, MCP1) genannt, wird hauptsächlich von Astrozyten 
exprimiert ( Van Der Voorn et al., 1999) und sorgt sowohl in vivo ( Mayo et al., 2014) als auch 
in vitro ( He et al., 2016) für die Rekrutierung und Aktivierung von Mikrogliazellen. Das 
gesteigerte Vorkommen von isoQC in Astrozyten in der Nähe von Aβ-Plaques führt also 
möglicherweise zu einer Chemotaxis von Immunzellen, die den chronischen 
Entzündungsprozess bei der Alzheimerschen Erkrankung befördern. 
Die Auswirkungen eines Ausfalls der QC-Funktionen am Modell von QC-ko-Mäusen 
untersuchten Schilling et al. (2011). Sie zeigten, dass die Abwesenheit von QC kaum 
physiologische Auswirkungen auf den Organismus hat. Es war lediglich eine leichte 
Hypothyreose festzustellen, jedoch keine Verhaltensauffälligkeiten oder Anzeichen von 
Erkrankung. Auch ein Ausschalten der isoQC hat keine negativen Auswirkungen auf die 
betroffenen Tiere ( Becker et al., 2016). Dies wird mit spontanen Zyklisierungen von Glutamin 
zu Pyroglutamat, die unabhängig von einer Aktion der Glutyminylzyklasen erfolgen ( Seifert et 
al., 2009; Schilling et al., 2011), erklärt. Es zeigt, dass die therapeutische QC-Inhibition bei 
dementiellen oder entzündlichen Erkrankungen bei großer therapeutischer Breite der 
Inhibitoren durchgeführt werden könnte.  
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Bei den Experimenten von Huang et al. (2011) mit dem QC/isoQC-Inhibitor PBD150 zeigte 
sich, dass QC und isoQC aufgrund unterschiedlicher Ladungseigenschaften verschieden auf 
den verwendeten PBD150-Inhibitor reagieren. 
Ziel dieser Arbeit war es, anhand von QC- und isoQC-ko-Tieren zu untersuchen, inwieweit 
Enzyme mit Glutaminylzyklase-Aktivität in einem durch Cuprizonbehandlung ausgelösten 
Entzündungsprozess eine Rolle spielen und, falls dem so ist, ob die Isoformen dabei 
Unterschiede aufweisen. 
 
1.2 Das Cuprizon-Modell 
1.2.1 Einführung in das Demyelinisierungsmodell 
Die Behandlung mit Cuprizon stellt einen tierexperimentellen Ansatz dar, um, ähnlich wie bei 
der „Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis“ (EAE) sowie der „Theiler’s murine 
encephalomyelitis virus (TMEV)-Infektion“, einen Aspekt der Pathomechanismen der 
Multiplen Sklerose nachzubilden. Damit sollen Mechanismen der Entstehung und 
Auswirkungen dieser Erkrankung erforscht werden ( Kipp et al., 2009). 
Der Kupferchelator Cuprizon, Bis(cyclohexanon)oxaldihydrazon, wurde in den 1950er Jahren 
als Nachweismittel dieses Metalls verwendet ( Nilsson, 1950; Nilsson, 1956). Erst in den späten 
1960er Jahren wurde seine neurotoxische Wirkung bekannt ( Carlton, 1966; Carlton, 1967).  
Carlton (1967) beschrieb mikroskopische Läsionen im Gehirn, die von Ödemen, 
Hydrozephalus, Demyelinisierung und Astrogliose begleitet wurden.  
Der sinnvollen Dosierung von Cuprizon widmete man frühzeitig Aufmerksamkeit ( Carlton, 
1967). Futter mit Anteilen von 0,2–0,5 % Cuprizon wurde den Tieren für den Zeitraum der 
Untersuchungen von sieben bis acht Wochen in verschiedenen Experimenten verabreicht. Bei 
mittleren Dosen von 0,2–0,4 % Futteranteil Cuprizon kann nach drei bis fünf Wochen die 
Demyelinisierung in stark myelinisierten Hirnstrukturen wie dem Corpus callosum 
nachgewiesen werden ( Morell et al., 1998; Steelman et al., 2011). Höhere Dosen mit 
Futteranteilen von 0,5 % hatten bei jungen Tieren (vier Wochen alt) eher zu 
Wachstumsretardierung, Lähmung von Gliedmaßen, Hydrozephalus, erhöhter Mortalität und 
bei trächtigen Weibchen zum Schwangerschaftsabbruch geführt ( Carlton, 1967). Daher ist es 
derzeit üblich, die Experimente bei mindestens sechs bis neun Wochen alten Mäusen 
durchzuführen ( Irvine & Blakemore, 2006; Stangel & Trebst, 2006; Acs et al.; 2009; Norkute 
et al., 2009).  
Es gibt verschiedene Erklärungsansätze, wodurch die neurotoxische Wirkung des Cuprizon 
ausgelöst wird. Möglicherweise geht sie auf eine Beeinträchtigung der in den Mitochondrien 
ablaufenden Zellatmung zurück ( Arnold & Beyer, 2009), wonach durch Cuprizongabe 
funktionsgestörte Megamitochondrien gebildet werden ( Hoppel & Tandler, 1973). Des 
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Weiteren wird postuliert, dass Cuprizon die Funktion der Carboanhydrase II hemmt ( Komoly 
et al., 1987; Cammer et al., 1995), eines Enzyms, welches für die Pufferung akuter pH-
Veränderungen verantwortlich ist ( Kipp et al., 2009). Kida et al. (2006) nehmen an, dass die 
Störung des intrazerebralen pH-Wertes oligodendrozytären Stress auslöst und, als Konsequenz, 
zum Zelltod führt. In seiner Eigenschaft als Kupferchelator löst Cuprizon auch einen 
Kupfermangel aus. Bei niedrigen Cuprizondosen (0,2 %) konnte mit einer geringen Kupfergabe 
den toxischen Auswirkungen von Cuprizon, wie Wachstumsretardierung, Ausbildung eines 
Hydrozephalus und früher Mortalität, entgegengewirkt werden ( Carlton, 1967).  
 
1.2.2 Aktivierung von Gliazellen 
Die Demyelinisierung wird begleitet von einer Ansammlung phagozytotisch aktiver 
Mikrogliazellen und dem vermehrten Auftreten von aktivierten Astrozyten ( Hiremath et al., 
1998; Morell et al., 1998; Steelman et al., 2011). Je länger die Cuprizongabe, desto ausgeprägter 
die Mikro- und Astrogliose. Da die Mikrogliose bei den Untersuchungen von Hiremath et al. 
(1998) vor der Demyelinisierung nachweisbar war, schlussfolgerte die Arbeitsgruppe, dass die 
Mikrogliazellen möglicherweise aktiv zum Demyelinisierungsprozess beitragen. So stellten 
auch Hillis et al. (2016) nach sechswöchiger Cuprizongabe im Corpus callosum einen Anstieg 
der Galectin-3-Expression, ein pro-inflammatorisches Molekül, durch Mikrogliazellen fest. 
Weiteren Einfluss auf die Mikoglia- und Astrozytenaktivierung im Cuprizonmodell hat die von 
Astrozyten exprimierte „extracellular signal-regulated kinase 2“ (Erk2)  ( Okazaki et al., 2016). 
Erk2-ko-Mäuse wiesen unter Cuprizongabe geringer ausgeprägte Mikro-, Astrogliose und 
Demyelinisierung auf. Außerdem konnte gezeigt werden, dass aktivierte Mikrogliazellen die 
Erk2-Aktivierung in Astrozyten fördern und diese dann vermehrt Entzündungsmediatoren wie 
CCL2 produzieren ( Okazaki et al., 2016), welches wiederum chemotaktisch auf Monozyten 
wirkt ( Mayo et al., 2014).  
Je mehr Mikrogliazellen aktiv sind, desto weniger basisches Myelinprotein (myelin basic 
protein, MBP) kann zwar nachgewiesen werden ( Steelman et al., 2011), aber desto stärker 
steigen die Boten-Ribonukleinsäure (messenger ribonucleic acid, mRNA)-Level von MBP 
auch unter Cuprizontherapie wieder an (   Morell et al., 1998). Die Autoren postulierten einen 
Zusammenhang zwischen Mikrogliaaktivität und Remyelinisierung durch Aktivierung 
überlebender Oligodendrozyten oder Anstoß der Reifung von Vorläufer-Oligodendrozyten 
durch die Mikrogliazellen.  
Wie Kipp et al. (2009) dargelegt haben, findet die spontane Remyelinisierung (oder der Versuch 
dazu) noch in dem Behandlungszeitraum mit Cuprizon statt, variiert aber zwischen 
unterschiedlichen Hirnregionen, was verschiedene Reparaturmechanismen der Hirnstrukturen 
vermuten lässt ( Gudi et al., 2009). Weitere Faktoren beeinflussen die Fähigkeit zur 
Remyelinisierung. So lässt die Dauer der Cuprizonbehandlung von bis zu sechs Wochen 
häufiger die Möglichkeit zur Remyelinisierung zu als die zwölfwöchige Fütterung mit Cuprizon 
 5 
( Lindner et al., 2009). Ein fortgeschrittenes Alter der Tiere beeinflusst die Remyelinisierung 
negativ ( Shen et al., 2008). 
Auch das Geschlecht nimmt Einfluss auf die Remyelinisierung: Bei Untersuchungen von 
Multiple-Sklerose-Patienten konnte beobachtet werden, dass bei Frauen die Remyelinisierung 
effizienter stattfindet als bei Männern (  Li et al., 2006) und die Schubhäufigkeit besonders im 
letzten Trimenon einer Schwangerschaft nachlässt ( Confavreux et al., 1998). Reproduziert 
wurde dies bei Mäusen durch kombinierte Gabe von demyelinisierendem Cuprizon und 
protektivem 17β-Estradiol und Progesteron (in Mengen, welche die natürlichen Hormonwerte 
trächtiger Weibchen im letzten Trimenon simulierten). Im Vergleich zu Kontrolltieren konnte 
unter Hormontherapie eine verminderte Deymelinisierung erreicht werden ( Acs et al., 2009).  
Estrogene besitzen eine neuroprotektive Rolle durch Regulation von Wachstumsfaktoren, 
Kontrolle von anti-apoptotischen Kaskaden und Dämpfung von inflammatorischen Prozessen. 
Desweiteren scheinen Estrogene regulatorische Aufgaben in den mitochondrialen 
Kompartimenten zu haben ( Arnold & Beyer, 2009), was zum Schutz der Mitochondrien bei 
Cuprizongabe beitragen könnte. 
Auch ein neuroprotektiver Effekt von Progesteron, einem Gestagen und wichtig für den 
Schwangerschaftserhalt, wurde nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass unter Gabe von 
Progesteron die Remyelinisierung nach Demyelinisierung durch Cuprizon effektiver ist und die 
Entzündungsantwort unter Progesterongabe schwächer ausgeprägt ist ( El-Etr et al., 2015). 
Unterschiedliche Auswirkungen der Cuprizontherapie bei weiblichen und männlichen Tieren 
könnten die Folge sein und wären bei trächtigen Tieren fast zu erwarten. 
 
1.3 Mechanismen von Entzündungsreaktionen 
Entzündungsprozesse sind physiologische Vorgänge des Körpers und dienen dem Schutz und 
der Reparatur. Durch die Chronifizierung derselben können jedoch Pathologien ausgelöst oder 
verstärkt werden, selbst wenn der primäre Trigger bereits eliminiert werden konnte ( Buckley 
et al., 2013). Die Vorgänge und mitwirkenden Komponenten bei entzündlichen Prozessen sind 
vielschichtig, greifen ineinander und beeinflussen sich gegenseitig. Es soll hier auf Funktionen 
von Mikroglia, Astroglia und Hitzeschockprotein 27 (heat shock protein 27, Hsp27) bei neuro-
inflammatorischen Vorgängen eingegangen werden, deren Untersuchung Hauptbestandteil der 
vorliegenden Arbeit war. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von Mikro-, Astroglia und Hsp27-Expression von Astrozyten bei durch 
Cuprizon ausgelöster Demyelinisierung 
Modifiziert nach E. Otwell (  Yeager, 2015). blau: Neuron; grün: Oligodendrozyten; blaue Kreise: 
Demyelinisierung; grüne Kreise: Oligodendrozyten-Zelltrümmer; rot: Astrozyten; orange: Mikrogliazellen, teils 
Zelltrümmer (grün) phagozytierend; schwarze Dreiecke: Hsp27. 
① Demyelinisierung durch Cuprizongabe. 
② Aktivierung von Astrozyten sowie Chemotaxis und Aktivierung von Mikrogliazellen durch Oligodendrozyten- 
Untergang. 
③ Hsp27-Expression in Astrozyten. 
 
 
1.3.1 Mikroglia 
Mikrogliazellen sind ortsständige Makrophagen des Zentralen Nervensystems und  gehören im 
Gegensatz zur Makroglia (Oligodendrozyten, Astrozyten) daher zum hämatopoetischen System 
( Ginhoux et al., 2010). Bei Gewebeschädigung, Entzündung oder Infektion durchlaufen sie 
morphologische Veränderungen von ihrer verästelten, in dieser Arbeit beobachteten, zu einer 
amöboiden Form ( Parakalan et al., 2012; Tam & Ma, 2014), exprimieren bestimmte 
Oberflächenproteine wie „Makrophagen-1-Antigen” (Mac-1) ( Djukic et al., 2006) und 
produzieren diverse Zytokine ( Mantovani et al., 2004). In der Art, wie sie aktiviert werden und 
anhand der unterschiedlichen Zytokinproduktion, unterscheiden sich die Mikrogliazellen 
vereinfacht in klassisch (M1) und alternativ (M2) aktivierte Mikroglia ( Mantovani et al., 2004; 
Martinez et al., 2009). M1-Mikroglia wird durch die Produktion proinflammatorischer Zytokine 
wie Interleukin-1β (IL-1β) und  Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) mit akuter Infektion 
assoziiert, M2-Mikroglia bildet anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und spielt eine Rolle 
bei Remodelling, Reparaturmechanismen und Heilung (beschrieben in den Übersichtsarbeiten 
von Mantovani et al. (2013) und Rawji & Yong (2013)). Der Übergang der ruhenden 
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Mikrogliazellen in M1- oder M2-Mikrogliazellen ist dynamisch, sodass diese Unterteilung eine 
Vereinfachung ist und nicht absolut gewertet werden sollte ( Goldmann & Prinz, 2013).  
Mikrogliazellen haben folglich sowohl schädliche als auch vorteilhafte Auswirkungen bei 
Erkrankungen des Zentralen Nervensystems. So verbessert die Gabe von Minocyclin, ein 
Antibiotikum welches die Mikrogliaaktivierung reduziert, das klinische Ergebnis nach 
Rückenmarksverletzungen ( Wells et al., 2003) durch verminderte Demyelinisierung und 
Verbesserung der motorischen Fähigkeiten bei mit Cuprizon behandelten Mäusen ( Skripuletz 
et al., 2010). Andererseits konnte die unterstützende Wirkung von Mikroglia bei der 
Remyelinisierung bewiesen werden, indem Myelintrümmer phagozytiert und 
Oligodendrozyten-Vorläuferzellen rekrutiert werden ( Olah et al., 2012). Eine weitere 
Untersuchung am Cuprizon-Modell zeigte die Auswirkungen der Eliminierung von Astrozyten. 
Dies ging mit einer Reduktion der Mikrogliazellen und dem Nicht-Abbau von Myelin-
Fragmenten einher, was einen Signalweg zwischen Astro- und Mikroglia wahrscheinlich macht 
( Skripuletz et al., 2013). Abbildung 1 zeigt das mögliche Zusammenspiel von Mikroglia, 
Astroglia und Hsp27 bei demyelinisierenden Prozessen. 
 
1.3.2 Astroglia 
Astrozyten sind für die Flüssigkeits- und Elektrolytregulation im Gehirn verantwortlich, bei der 
Signaltransduktion, neuronaler und synaptischer Plastizität sowie der Informationsverarbeitung 
beteiligt ( Perea et al., 2009; Sofroniew, 2014; Lee et al., 2015; Papa et al., 2015; Zorec et al., 
2016). Bei mechanischer oder metabolischer Schädigung des Gehirns reagieren Astrozyten 
schnell mit morphologischen und funktionellen Veränderungen, um den Gehirnschaden zu 
kontrollieren und zu beseitigen ( Sofroniew & Vinters, 2010; Scuderi et al., 2013; Rossi, 2015). 
Diese sogenannte reaktive Astrogliose beinhaltet außerdem Veränderungen des molekularen 
Expressionsmusters, der inter- und intrazellulären Signalmoleküle, führt zu Zellhypertrophie 
bis zu Proliferation und Glianarbenausbildung und kann auf umgebende neuronale und nicht-
neuronale Zellen positive und negative Auswirkungen haben, indem die Astrozyten pro- oder 
antiinflammatorische Moleküle produzieren ( Sofroniew, 2009) 
Lange war man der Meinung, dass sich die Ausbildung von Glianarben nach 
Spinalkanalverletzungen nachteilig auf das klinische Outcome auswirkt und die axonale 
Regeneration hemmt ( Ramón y Cajal, 1928). Neuere Studien zeigen neuroprotektive 
Funktionen von Astrozyten nach Gehirn- oder Rückenmarkstrauma ( Faulkner et al., 2004). 
Auch bei der Multiplen Sklerose sind die geschädigten Areale weißer Substanz von Astrozyten 
umgeben ( Love, 2006). Doch erst ihre Abwesenheit verschlechtert den Entzündungsprozess, 
die axonale Degeneration und die klinische Symptomatik (  Voskuhl et al., 2009), wohl ob ihrer 
Fähigkeit, inflammatorische Zellen effektiv zu hemmen (  Kostianovsky et al., 2008). Die 
Astrogliose bei der Alzheimerschen Erkrankung ist eines der markanten Merkmale der 
Erkrankung und durch Alzheimer selbst bekannt ( Alzheimer, 1907). Die Dämpfung 
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inflammatorischer Zellen durch Astroglia konnte auch im Zusammenhang mit der 
Alzheimerschen Erkrankung am Beispiel der Inhibition der TNFα-Produktion von 
Makrophagen durch Astrozyten gezeigt werden ( Smits et al., 2001). Eine schematische 
Darstellung der ineinandergreifenden Funktionen von Mikro- und Astroglia kann Abbildung 1 
entnommen werden. 
 
1.3.3 Hsp27 
Hsp27 gehört zur Gruppe der kleinen Hitzeschockproteine, Proteine, die anderen Eiweißen bei 
der Erlangung oder Erhaltung ihrer Sekundärstruktur in normalen (ähnlich wie Chaperone) und 
belastenden Umweltsituationen (wie Hitze, Noxen und UV-Strahlung) helfen. Neben ihrer 
Chaperonfunktion sind sie bei zahlreichen zellulären Prozessen beteiligt, z.B. bei 
Proteintransport, Zellzyklus und programmiertem Zelltod ( Martinez-Rossi et al., 2016). In von 
Multipler Sklerose betroffener weißer Substanz werden signifikant höhere Hsp27-Level 
gemessen als in gesundem Gewebe und geschädigte Myelinscheiden exprimieren Hsp27 im 
Gegensatz zu intakten Nervenscheiden (  Aquino et al., 1997). Hsp27 wird auch von reaktiven 
Astrozyten exprimiert, die sich in der Nähe von Multiple Sklerose-geschädigtem Gewebe 
( Aquino et al., 1997) oder senilen Plaques und neurofibrillären Bündeln bei der Alzheimerschen 
Erkrankung befinden ( Shinohara et al., 1993; Renkawek et al., 1994; Filipcik et al., 2015). 
Dabei steigt die Menge an Hsp27 proportional zur Ansammlung unlöslicher Tau-Proteine im 
Gehirn an ( Filipcik et al., 2015). Die Autoren vermuteten die Ursache der Hsp27-Expression in 
der Stimulation von Astrozyten durch Immunmediatoren von aktivierter Mikroglia oder 
degenerierten Neuronen. Die Expression von Hsp27 hemmt möglicherweise die 
neuroprotektive Rolle der Astroglia, was den neuronalen Funktionsverlust vorantreiben und 
somit zum Fortschreiten der Pathogenese führen könnte (  Filipcik et al., 2015). Auch Bruinsma 
et al. (2011) konnten eine entzündungsfördernde Wirkung der Hsp27-Expression in Astrozyten 
in vitro zeigen, indem Hsp27 das proinflammatorische IL-8 induziert und das 
antinflammatorische TGF-β inhibiert. Dahingegen hatten Kim et al. (2009) einen 
neuroprotektiven Effekt der Hsp27-Expression im EAE-Modell vermutet.  
Teils widersprüchliche Erkenntnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen bezüglich der 
Funktionen von Mikroglia, Astrozyten und Hsp27-Expression legen nahe, dass das 
Zusammenspiel der genannten Komponenten bei neurodegenerativen Prozessen sehr komplex 
ist. Eine strenge Unterteilung in pro- und antiinflammatorisch, positiv versus negativ oder 
neuroprotektiv versus neurodegenerativ sollte nicht angewendet werden, da die genannten 
Komponenten fähig sind, einerseits entzündungshemmende, andererseits -fördernde Prozesse 
in Gang zu setzen. Welche Trigger dafür sorgen, dass eine Entzündungsreaktion, die ehemals 
der Schadenseindämmung dienen sollte, überschießt und einen gegenteiligen Effekt erzielt, 
wird Gegenstand zukünftiger Forschungsarbeit sein. 
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1.4 Zielstellung 
Entzündungsprozesse sind Begleiter von neurodegenerativen Erkrankungen wie der Multiplen 
Sklerose, der Alzheimerschen Erkrankung oder des Morbus Parkinson. In dieser Arbeit soll die 
tierexperimentelle Cuprizon-Applikation dazu herangezogen werden, einige histo-
pathologische Merkmale der Multiplen Sklerose nachzustellen, um Parameter einer 
chronischen Entzündung untersuchen zu können.  
Zunächst soll geprüft werden, ob sich eine durch Cuprizon ausgelöste Entzündung im Zentralen 
Nervensystem durch Aktivierung von Mikroglia, Astrozyten oder durch Expression des 
Stressproteins Hsp27 nachweisen lässt. Dazu werden Wildtyp (WT)-Mäuse ohne und mit 
sechswöchiger Cuprizongabe immunhistochemisch hinsichtlich Veränderungen des 
Mikrogliamarkers „ionisiertes kalzium-bindendes Adapter Molekül 1“ (ionized calcium-
binding adapter molecule 1, Iba1), des „sauren Gliafaserproteins“ (glial fibrillary acidic protein, 
GFAP) als Marker für Astrozyten sowie der Hsp27-Expression untersucht. 
Da verschiedene Arbeitsgruppen einen Einfluss von Glutaminylzyklasen auf 
Entzündungsreaktionen vermuten, wird getestet, ob QC und isoQC auch im Cuprizon-Modell 
am Entzündungsprozess beteiligt sind.  
Außerdem soll verifiziert werden, ob es einen Unterschied hinsichtlich der 
Entzündungsreaktion unter Cuprizongabe zwischen den beiden Glutaminylzyklasen gibt.  Dies 
wird durch QC- und isoQC-ko-Tiere ermöglicht, die ebenfalls ohne und mit Cuprizongabe mit 
oben genannten immunhistochemischen Markierungen untersucht werden.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Vorgehen bei der Cuprizonbehandlung 
Mäusen im Alter von dreieinhalb bis fünf Monaten wurde über einen Zeitraum von sechs 
Wochen Futter verabreicht, dem Cuprizon mit einem Anteil von 0,3 % beigemischt war. Das 
Futter stand den Tieren frei zur Verfügung. Bei einer durchschnittlichen Futteraufnahme von 
4,4 ± 0,1 g pro Maus ( Bachmanov et al., 2002) ergibt das Tagesdosen von 12,9 – 13,5 mg 
Cuprizon pro Tier. Die genaue Cuprizondosis pro Maus kann trotz strenger 
Haltungsbedingungen nicht ermittelt werden, da Mäuse Gruppentiere sind und aus diesem 
Grund nicht einzeln gehalten werden können. 
2.2 Versuchstiere 
Die für die Untersuchungen verwendeten Mäuse gehörten den Genotypen Wildtyp (n = 10), 
QC-ko (n = 7) und isoQC-ko (n = 7) an. Von den WT-Tieren wurde sechs, von den QC-ko- und 
isoQC-ko-Mäusen jeweils vier Tieren über sechs Wochen cuprizonhaltiges Futter angeboten. 
Die Gruppe der behandelten WT-Tiere setzt sich aus je drei nichttransgenen Wurfgeschwistern 
der QC- und isoQC-Linie zusammen, welche zunächst unabhängig voneinander betrachtet 
worden waren, wodurch die vergleichsweise große Gruppenstärke zustande kommt. Die nicht 
mit Cuprizon behandelten Kontrollgruppen für WT, QC-ko- und isoQC-ko-Genotyp waren 
gleichaltrige Geschwistertiere.  
Die für die Untersuchungen verwendeten Tiere waren weiblich, bis auf zwei unbehandelte Tiere 
des isoQC-ko-Genotyps. Damit die unbehandelte Gruppe des isoQC-ko-Genotyps genauso 
stark wie die der anderen Genotypen war, mussten zwei männliche Tiere (#isoQC-ko 1, 
#isoQC-ko 2) eingesetzt werden.  
Tabelle 1 zeigt die Verteilung der Tiere der drei untersuchten Genotypen in unbehandelte und 
behandelte Gruppen; die Bezeichnung der Einzeltiere, durchnummeriert im jeweiligen 
Genotyp, sowie die Geschlechterverteilung. 
Tabelle 1: Übersicht der Versuchstiere über Genotyp, Cuprizonbehandlung  und Geschlecht 
 
 
WT – Wildtyp, QC-ko – QC-ko-Genotyp, isoQC-ko – isoQC-ko-Genotyp 
♀ weibliches Tier, ♂ männliches Tier 
 
unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt
IO332 ♀ 217 ♀ Q135 ♀ 250 ♀ 5538 ♂ 261 ♀
IO328 ♀ 222 ♀ Q174 ♀ 251 ♀ 5554 ♂ 264 ♀
Q282 ♀  219 ♀ Q281 ♀ 254 ♀ IO449 ♀  287 ♀
Q283 ♀ 280 ♀ Q285 ♀ IO477 ♀
 286 ♀
288 ♀
WT QC-ko isoQC-ko
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2.3 Präparation und Aufarbeitung des Hirngewebes 
Auf Grundlage der Tötungsanzeige T52/13 wurden die Versuchstiere von befugten 
Mitarbeitern des Paul-Flechsig-Instituts Leipzig getötet. Dies geschah mittels CO2-Inhalation, 
es folgte die Perfusion mit 25 ml phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) mit einem pH-Wert 
von 7,4 und anschließend mit 25 ml 4 %igem, in Phosphatpuffer (PB) gelöstem 
Paraformaldehyd. 
Die Gehirne wurden aus dem Schädel präpariert und bei 4 °C über Nacht in 4 %iger 
Paraformaldehyd (PFA)- Lösung fixiert. Anschließend wurden sie zur Kryoprotektion für drei 
Tage in 0,1 M PB mit 30 % Saccharose übertragen und danach bei -68 °C schockgefroren und 
bei -20 °C gelagert. 
Zur Anfertigung der Gehirnschnitte wurden die Gehirne, denen das Cerebellum, die Pons und 
die Medulla abgetrennt worden waren, mit Gewebekleber mit der koronaren Schnittstelle auf 
dem Mikrotom aufgefroren und in 30 µm dicke Gewebescheiben geschnitten. Bis zur 
immunhistochemischen Färbung wurden die Schnitte in PB mit 0,025 % Natriumazid gelagert, 
letzteres beugt der biologischen Zersetzung des Gehirngewebes vor. 
Tabelle 2 gibt eine Übersicht über die für die Hirnpräparation und Aufarbeitung des Gewebes 
verwendeten Chemikalien und Puffer.   
Tabelle 2: Chemikalien und Puffer zur Gewinnung des Gehirnmaterials 
Chemikalie/ Puffer Hersteller 
 
0,1 M Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS), pH 7,4 
(1,43 g Na2HPO4 
 0,43 g NaH2PO4 
 7,20 g NaCl 
 1 l destilliertes Wasser) 
 
  
 
Roth 
Roth 
Roth 
B Braun 
4 % Paraformaldehyd (PFA) 
(40 g PFA in 1 l 0,1 M PB-Puffer + 1 Plätzchen NaOH,  
bei 60 °C unter Rühren lösen) 
NaOH 
 
Sigma Aldrich 
 
CHEMOPOL 
Saccharose  Carl Roth 
0,1 M Phosphatpuffer (PB), pH 7,4 mit Natriumazid 
(405 ml 0,2 M Na2HPO4 
   95 ml 0,2 M NaH2PO4 
 500 ml destilliertes Wasser 
 250 mg Natriumazid) 
 
 
Carl Roth 
Carl Roth 
B Braun 
Carl Roth 
Gewebekleber (Tissue Tec) SAKURA 
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2.4 Auswahl der Schnittebenen 
Für die histologischen und immunhistochemischen Färbungen wurden vier Schnittebenen in 
der Frontalebene aus allen verwendeten Mäusegehirnen ausgewählt.  
Die Auswahl der vordersten Schnittebene orientierte sich am Corpus callosum und an der 
anterioren Kommissur, beide sollten über ihren gesamten Nervenfaserverlauf zwischen den 
beiden Hemisphären darstellbar sein. Im Folgenden wird diese Ebene als „basales Vorderhirn“ 
bezeichnet und ist in Abbildung 2 dargestellt. Die Hirnregionen, die in den im Folgenden 
beschriebenen Färbungen die deutlichsten Cuprizoneffekte zeigten, konnten im basalen 
Vorderhirn mit Ausnahme des Hippocampus in Abbildung 2 abgebildet werden. Untersucht 
wurde das Corpus callosum (A) mit dem Übergang in Cingulum (B) und externe Kapsel (C). 
Dargestellt sind außerdem diverse Nuclei septales, im Folgenden zusammengefasst als 
Septum (D) bezeichnet. Hinzu kommt die Betrachtung von Effekten der Cuprizonbehandlung 
in Teilen des primären somatosensorischen Cortex, der in der vorliegenden Arbeit als 
Cortex (E) abgekürzt wird. Neben dem Striatum (F) und der anterioren Kommissur (G) wurde 
im basalen Vorderhirn noch das ventrale Pallidum mit benachbarten Kernen und 
Faserbündeln (H) untersucht. 
 
 
Abbildung 2: Übersicht der Schnittebene „basales Vorderhirn“ mit in der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Hirnstrukturen ( Paxinos & Franklin, 2001) A - Corpus callosum; B – Cingulum; C – externe Kapsel; D – 
Septum; E – Cortex; F – Striatum; G – anteriore Kommissur; H – ventrales Pallidum mit umgebenden Kernen 
und Faserbündeln. 
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Die nächste Schnittebene, die sich unmittelbar hinter dem basalen Vorderhirn befindet, ist 
gekennzeichnet durch die allmähliche Ausbildung des Hippocampus, im Folgenden daher 
„vorderer Hippocampus“ genannt. Dieser ist in Abbildung 3 dargestellt und besteht aus Gyrus 
dentatus, Cornu ammonis, auch als Hippocampus proprius bezeichnet, und Subiculum. Am 
Gyrus dentatus (A) sind in der zweiten Schnittebene das Stratum granulare (B) und Stratum 
moleculare (C), teilweise auch die Lamina multiformis (nicht dargestellt) differenzierbar. Vom 
Hippocampus proprius (D) ist die Cornu ammonis 3-Region dargestellt, mit Stratum oriens (E) 
und Stratum pyramidale (F), teilweise auch mit Stratum lucidum und Stratum radiatum (beide 
bildmorphologisch unzureichend voneinander differenzierbar). Auch der Alveus (nicht 
dargestellt) mit seinem Übergang in die Fornix des Hippocampus über die Fimbria 
hippocampi (G) kann bereits erkennbar sein.  
 
 
Abbildung 3: Übersicht der Schnittebene „vorderer Hippocampus“ mit Strukturen des Hippocampus 
( Paxinos & Franklin, 2001) A - Gyrus dentatus: B – Stratum granulare; C – Stratum moleculare.  
D - Hippocampus proprius: E – Stratum oriens; F – Stratum pyramidale. G – Fimbria hippocampi.     
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Die dritte untersuchte Schnittebene, der „mittlere Hippocampus“, wird in Abbildung 4 gezeigt. 
Gut dargestellt ist die Verzahnung des Hippocampus proprius (D, E, F, G) mit dem Gyrus 
dentatus (A, B, C). Die durch das Eindrehen des Gyrus dentatus in den Hippocampus proprius 
entstehende Grenze zwischen dem Stratum lacunosum-moleculare (G) des Hippocampus 
proprius und dem Stratum moleculare (C) des Gyrus dentatus wird hippocampale Fissur (H) 
genannt. Die Cornu ammonis - Regionen 1, 2 und 3 sind bildmorphologisch nicht voneinander 
abgrenzbar. Die Untersuchungen zum Hippocampus sind in dieser Schnittebene durchgeführt 
worden. 
 
 
Abbildung 4: Übersicht der Schnittebene „mittlerer Hippocampus“ mit Strukturen des Hippocampus ( Paxinos & 
Franklin, 2001) Gyrus dentatus: A – Lamina multiformis; B – Stratum granulare; C – Stratum moleculare. 
Hippocampus proprius: D – Stratum oriens; E – Stratum pyramidale; F –  Stratum radiatum;  
G – Stratum lacunosum-moleculare. H – hippocampale Fissur. 
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Die hinterste Schnittebene, die im Folgenden als „hinterer Hippocampus“ bezeichnet wird und 
in Abbildung 5 dargestellt wird, ist durch die laterale und kaudale Ausdehnung des 
Hippocampus gekennzeichnet. Die histomorphologischen Schichtungen von Hippocampus 
proprium und Gyrus dentatus sind weiterhin gut voneinander abgrenzbar.  
 
 
Abbildung 5: Übersicht der Schnittebene „hinterer Hippocampus“ 
( Paxinos & Franklin, 2001) 
Da vorderer und hinterer Hippocampus im Vergleich zum mittleren Hippocampus keine 
weiteren Erkenntnisse erbringen konnten, wurden diese Ebenen nicht in die Auswertungen 
einbezogen. 
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2.5 Durchführung der immunhistochemischen Färbungen 
Um verschiedene Gewebestrukturen sichtbar zu machen, wurden für die Präparatefärbungen  
die in Tabelle 3 dargestellten Antikörper verwendet: 
Tabelle 3: Primär- und Sekundär-Antikörper der immunhistochemischen Färbungen 
Darstellung von  Primärer Antikörper 
(Verdünnung, Firma) 
 
Sekundärer Antikörper 
(Verdünnung, Firma) 
Visualisierung 
(Verdünnung, Firma) 
Mikrogliazellen Kaninchen-anti-Iba1 
(1:200, Wako) 
Esel-anti-Kaninchen, 
biotinyliert  
(1:200, Dianova) 
 
Extravidin-
Peroxidase (1:1000, 
Sigma-Aldrich) 
 
Astrozyten Kaninchen-anti-GFAP 
(1:500, DAKO) 
Esel-anti-Kaninchen, 
biotinyliert 
(1:200, Dianova) 
 
Extravidin-
Peroxidase (1:1000, 
Sigma-Aldrich) 
 
Hsp 27 Ziege-anti-Hsp27  
(1:300, Santa Cruz 
Biotechnology) 
 
Esel-anti-Ziege,  
biotinyliert  
(1:200, Dianova) 
 
Extravidin-
Peroxidase (1:1000, 
Sigma-Aldrich) 
 
Hsp70 Maus-anti-Hsp70  
(1:100, Enzo Life 
Sciences) 
 
Esel-anti-Maus,  
biotinyliert  
(1:200, Dianova) 
 
Extravidin-
Peroxidase (1:1000, 
Sigma-Aldrich) 
Hsp70 Kaninchen-anti-Hsp70 
(1:500, Enzo Life 
Sciences) 
 
Esel-anti-Kaninchen,  
biotinyliert  
(1:200, Dianova) 
Extravidin-
Peroxidase (1:1000, 
Sigma-Aldrich) 
 
Das Vorgehen bei den immunhistochemischen Färbungen war meist ähnlich. Bei der 
Verwendung der primären Antikörper Kaninchen-anti-Iba1, Kaninchen-anti-GFAP, Ziege-
anti-Hsp27, Maus-anti-Hsp70, Kaninchen-anti-Olig2, Kaninchen-anti-GST, Ratte-anti-MBP 
wurden die Hirnschnitte zuerst fünf Minuten in 0,1 M PB-Puffer mit dem pH-Wert 7,4 
gewaschen. Danach wurden sie, in 60 %igem Methanol und mit 1 % Wasserstoffperoxid 
versetzt, 30 Minuten inkubiert, um die gewebseigene Peroxidase-Aktivität zu inhibieren. 
Danach wurden die Gewebeschnitte zweimal in TBS-Puffer gespült. Anschließend wurde die 
Blockierung mit 5 % Eselnormalserum in mit 0,3 % TritonX-100 versetztem TBS-Puffer 
vorgenommen. Ausnahme war die Verwendung des Maus-anti-Hsp70-Antikörpers. Hier wurde 
die Blockierung in mit 0,3 % TritonX-100 versetztem TBS-Puffer mit 2 % Eselnormalserum 
und mit 3 % Esel-Fab-anti-Maus-IgG durchgeführt. Nach der 30-minütigen Blockierung 
wurden die Hirnschnitte in die primären Antikörperlösungen übertragen, deren Grundlage mit 
0,1 % TritonX-100 versetzter TBS-Puffer mit 5 % Eselnormalserum war. Wenn der 
verwendete sekundäre Antikörper ein Ziegen-Antikörper war, wurde in der Blockierlösung und 
bei der Inkubation mit dem primären Antikörper ein Ziegennormalserum verwendet. Die 
jeweilige Verdünnung der primären Antikörper ist in Tabelle 3 dargestellt. Die Inkubation mit 
den primären Antikörpern erfolgte über Nacht bei 4 °C. 
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Nach der Inkubation wurden die Hirnschnitte dreimal in TBS-Puffer gespült und danach für 60 
Minuten in die jeweils passenden sekundären Antikörperlösungen in 1:200-Verdünnungen 
übertragen (siehe Tabelle 3). Hiernach wurden sie wiederum dreimal mit TBS-Puffer gespült, 
um dann in einer 1:1000-Extravidin-Peroxidase-Lösung für 45 Minuten inkubiert zu werden.  
Gewaschen wurden die Hirnschnitte nachfolgend zweimal in TBS-Puffer mit einem pH-Wert 
von 7,4, um anschließend in eine 0,05 M Tris-Pufferlösung mit einem pH-Wert von 7,6 
übertragen zu werden. 
Nun erfolgte die Färbung mit 3,3‘ Diaminobenzidin (DAB). Dies erforderte besonderen 
Arbeitsschutz, der das Tragen von Einmalhandschuhen, das Arbeiten unter einem Abzug und 
anschließende Neutralisierung der DAB-Lösung und der Arbeitsflächen mit Natrium-
Hypochloridlösung beinhaltete. 
Zur Herstellung der DAB-Lösung wurden 4 mg DAB und 2,5 µl 30 %iges Wasserstoffperoxid 
in 5 ml 0,05 M Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7,6 gelöst. In je 200 µl dieser Lösung 
wurden die Hirnschnitte drei bis zehn Minuten inkubiert und anschließend wieder in die oben 
beschriebene Tris-Pufferlösung übertragen.  
Anschließend wurden die Hirnschnitte mithilfe von Eiweißglycerin auf Deckgläser gezogen, 
getrocknet, eine Minute in Toluol übertragen und letztlich in mit Toluol versetztem Entellan 
eingebettet. Die in den  immunhistochemischen und Fluoreszenzfärbungen verwendeten 
Chemikalien und Puffer zeigt Tabelle 4. Die Fluoreszenzfärbungen werden im folgenden 
Kapitel beschrieben. 
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Tabelle 4: Chemikalien und Puffer der immunhistochemischen und Fluoreszenz-Färbungen 
Chemikalie/ Puffer Hersteller 
  
0,1 M Phosphatpuffer (PB), pH 7,4  
(405 ml 0,2 M Na2HPO4 
   95 ml 0,2 M NaH2PO4 
 500 ml destilliertes Wasser) 
 
 
Carl Roth 
Carl Roth 
B Braun 
Methanol Carl Roth 
Wasserstoffperoxid Merck 
Eselnormalserum Dianova 
Ziegennormalserum Dianova 
0,1 M TRIS-buffered-saline (TBS-Puffer), pH 7,4 
(12,1 g TRIS/HCl 
    8,8 g NaCl 
1000 ml destilliertes Wasser) 
 
 
Carl Roth 
Carl Roth 
B Braun 
TritonX-100 
 
Sigma Aldrich 
Rindernormalserum  Serva 
0,05 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Puffer,  
pH 7,6 
 
Carl Roth 
3,3'-Diaminobenzidin (DAB) Sigma Aldrich 
Eiweißglycerin Carl Roth 
Toluol Carl Roth 
Entellan Carl Roth 
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2.6 Durchführung der Fluoreszenz-Färbungen 
Folgende Antikörper beziehungsweise Antikörpercocktails wurden für die Fluoreszenz-
markierungen der Hirnschnitte verwendet (siehe Tabelle 5): 
Tabelle 5: Primär- und Sekundär-Antikörper der Fluoreszenz-Färbungen 
Doppelmarkierung Primärer Antikörper 
(Verdünnung, Firma) 
Sekundärer Antikörper 
(Verdünnung, Firma) 
Visualisierung 
(Verdünnung, Firma) 
 
Hsp27 und GFAP Ziege-anti-Hsp27  
(1:100, Santa Cruz 
Biotechnology)  
Maus-anti-GFAP-Cy3 
(1:100, Sigma) 
 
Esel-anti-Ziege, 
biotinyliert  
(1:200, Dianova)  
 
Streptavidin-Cy2 
(1:50, Dianova) 
Hsp27 und Iba1 Ziege-anti-Hsp27  
(1:100, Santa Cruz 
Biotechnology)  
Kaninchen-anti-Iba1 
(1:100, Wako) 
 
Esel-anti-Ziege, 
biotinyliert  
(1:200, Dianova)  
Esel-anti-Kaninchen-Cy3 
(1:100, Dianova) 
 
Streptavidin-Cy2 
(1:50, Dianova) 
Hsp70 und GFAP Maus-anti-Hsp70  
(1:100, Enzo Life 
Sciences) 
Kaninchen-anti-GFAP 
(1:100, DAKO) 
 
Esel-anti-Maus, 
biotinyliert  
(1:100, Dianova) 
Esel-anti-Kaninchen-Cy3 
(1:100, Dianova) 
 
Streptavidin-Cy2 
(1:50, Dianova) 
Esel-anti-Kaninchen-
Cy3  
(1:100, Dianova) 
Hsp70 und Iba1 Maus-anti-Hsp70  
(1:100, Enzo Life 
Sciences) 
Kaninchen-anti-Iba1 
(1:100, Wako) 
Esel-anti-Maus, 
biotinyliert  
(1:100, Dianova) 
Esel-anti-Kaninchen-Cy3 
(1:100, Dianova) 
Streptavidin-Cy2 
(1:50, Dianova) 
Esel-anti-Kaninchen-
Cy3  
(1:100, Dianova) 
 
 
Nachfolgend wird das Vorgehen bei den Fluoreszenzfärbungen beschrieben:  
Die Schnitte zuerst in 0,1 M PB-Puffer mit dem pH-Wert 7,4 gespült. Nach 30-minütiger 
Inkubation in 60 %igem Methanol und zweimaligen Waschungen in 0,1 M TBS-Puffer mit dem 
pH-Wert 7,4 erfolgte die Inkubation mit den primären Antikörpern. Verwendet wurden für die 
Doppelmarkierungen Antikörper gegen Hsp27 und GFAP, HSP27 und Iba1, Hsp70 und GFAP 
sowie Hsp70 und Iba1. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C. Nach dieser 
Inkubationszeit wurden drei Spülungen in TBS-Puffer durchgeführt. Für jeweils 60 Minuten 
erfolgten mit zwischengeschalteten Spülungen die Inkubationen mit den sekundären, teils 
fluoreszenzmarkierten  Antikörpern und dem fluoreszenzmarkierten Streptavidin-Cy2. Nach 
Waschungen in TBS-Puffer wurden die Schnitte in destilliertes Wasser übertragen, unter 
Verwendung von Eiweißglycerin aufgezogen, luftgetrocknet, mit einem Toluol-Entellan-
Gemisch eingedeckt und im Dunkeln ausgetrocknet, um die Fluoreszenzfarbstoffe vor dem 
Ausbleichen zu schützen. 
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2.7 Geräte  
Für die Perfusion, das Schneiden und das Färben der Gehirne wurden die in Tabelle 6 
dargestellten Geräte verwendet: 
Tabelle 6: Übersicht der verwendeten Geräte 
Gerät Hersteller 
  
Mikrotom SM 2000 R  Leika 
 
Tischzentrifuge Biofuge Fresco  Heraeus Sepatech  
 
Magnetrührer mit Heizplatte MR 3001  
 
Heidolph 
Vortexer MS 1 Minishaker  Janke & Kunkel 
pH-Meter CG-840  Schott 
Schüttler Duomax 1030  Heidolph 
 
Binokular Stemi DV4  Carl Zeiss 
Waage AM 50  Mettler-Toledo 
Waage Toledo PB 602-S  Mettler-Toledo 
Mikroskop BZ-9000  Keyence 
 
2.8 Hardware, Software, Statistische Analyse 
Für die Bearbeitung der histologischen, immunhistochemischen und Fluoreszenz-Färbungen 
wurden Computer mit Betriebssystemen von Windows 98 bis Windows 10 verwendet.  
Mit dem BZ-9000 Mikroskop (siehe Tabelle 6) konnten ausgewählte Schnitte mikroskopiert 
und digitalisiert werden. Mit der BZ-II-Analyzer-Software wurden diese Dateien bearbeitet und 
verschiedene Auswertungen durchgeführt. 
Mithilfe der GraphPad-Prism 6-Software wurden die so gewonnenen Rohdaten in Grafiken 
dargestellt und mittels ungepaarter t-Tests statistisch ausgewertet, um eine statistisch sinnvolle 
Bewertung durchführen zu können. Die hier angewandten Zweistichproben-t-Tests prüfen, ob 
die Mittelwerte zweier Datensätze gleich sind (Nullhypothese) oder sich voneinander 
unterscheiden (Alternativhypothese). Kann die Nullhypothese verworfen werden, ist das 
Ergebnis statistisch signifikant. In dieser Arbeit wurde für die Tests ein Signifikanzniveau (α) 
von 5 % festgelegt. Die in den t-Tests berechneten p-Werte sollten also ≤ 0,05 sein, damit die 
Nullhypothese widerlegt werden kann.  
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2.9 Auswahl von Färbungen und Hirnregionen für die Auswertung  
Im folgenden Kapitel soll auf Kriterien, die zur Einbeziehung bestimmter Färbungen und 
Hirnregionen in die Gesamtauswertung geführt haben, eingegangen werden. Außerdem werden 
die technischen Grundlagen und die genaue Durchführung der Auswertungen erläutert. 
 
2.9.1 Auswahl und Auswertung der Iba1-Färbung 
Das „ionisierte kalzium-bindende Adapter Molekül 1“ (ionized calcium-binding adapter 
molecule 1, Iba1) ist ein Protein, dessen Gen „allogener Entzündungsfaktor 1“ (allograft 
inflammatory factor 1, AIF1) innerhalb eines Abschnitts lokalisiert ist, welcher Hauptgewebe-
verträglichkeits-Komplex-Klasse III-Proteine (major histocompatibility complex III, MHC III) 
kodiert und somit zum adaptiven Immunsystem gehört. Iba1 wird im Gehirn vor allem von 
Mikrogliazellen, den Gewebsmakrophagen des Gehirns, exprimiert. Vermehrte Expression 
deutet auf einen Nervenzellschaden hin, beispielsweise durch mechanische Nervenverletzung, 
Ischämie oder entzündliche Prozesse ( Ito et al., 1998; Deininger et al., 2002). 
Dieser Entzündungsprozess konnte bei den mit Cuprizon behandelten Tieren anhand verstärkter 
Markierung von Iba1 in bestimmten Hirnregionen im Vergleich zur umgebenden Hirnstruktur 
mikroskopisch sichtbar gemacht werden.  
Diese konnten in den Schnittebenen „basales Vorderhirn“ und  „mittlerer Hippocampus“ gut 
dargestellt werden, sodass von den vier gefärbten Schnittebenen der Iba1-Färbung nur diese 
beiden zur Auswertung herangezogen wurden. 
Die Hirnregionen mit mikroskopisch erkennbar verstärktem Vorkommen von Mikrogliazellen 
sind in Abbildung 6 dargestellt. In der Schnittebene „basales Vorderhirn“ sind das Corpus 
callosum (A) mit dem Übergang in die externe Kapsel (B), die Nuclei septales im hier als 
Septum bezeichneten Gebiet unterhalb des Corpus callosum zwischen den Seitenventrikeln (C), 
der Cortex (D), die Faserquerschnitte des Striatums (E),  die anteriore Kommissur (F) und das 
ventrale Pallidum, welches hier mit eng benachbarten Kernen und Bündeln zusammen 
betrachtet wird (G), dargestellt. Anhand der Schnittebene „mittlerer Hippocampus“ wurde der  
Hippocampus (H) untersucht. 
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Abbildung 6: Darstellung der bezüglich Mikrogliavorkommen untersuchten Hirnregionen anhand von Iba1-
Färbungen 
a: Iba1-Färbung, basales Vorderhirn, Wildtyp (WT), behandelt (beh.): A – Corpus callosum, B – externe Kapsel, 
C – Septum, D – Cortex, E – Striatum, F – anteriore Kommissur, G – ventrales Pallidum. 
b: Iba1-Färbung, mittlerer Hippocampus, WT, beh.: H – Hippocampus. 
 
Mit dem BZ-9000-Mikroskop wurden in diesen beiden Schnittebenen die oben genannten 
Hirnstrukturen in je zehnfacher Vergrößerung mikroskopiert, fotografiert und digitalisiert. Die 
Hirnregionen mit Anreicherung von Mikrogliazellen in den mit Cuprizon behandelten Tieren 
wurden mit der BZ-II-Analyzer-Software folgendermaßen ausgewertet:  
 Anpassung der Mikrofotografien in Helligkeit (140) und Kontrast (190), notwendig zum 
Ausgleich von Abweichungen in der Hintergrundfärbung zwischen unbehandelten und 
behandelten Tieren, die durch zu große Dosen der sekundären Antikörper und die 
Durchführung der Färbungen in zwei Durchläufen zustande gekommen waren 
 Eingrenzung des Bereichs (0-175), den die Software als Mikroglia erkennen sollte   
Bis zu diesem Schritt war die Arbeitsweise für alle Hirnregionen gleich. 
Anschließend wurde für jede Hirnstruktur ein anderes Verfahren verwendet, um die verstärkte 
Mikrogliaaktivierung (nach Cuprizongabe) zu erfassen und die Ergebnisse mit den Schnitten 
ohne nachweisbare Mikrogliamarkierung (vor Cuprizon-Applikation) zu vergleichen:  
 Eingrenzung von Hirnregionen unter Verwendung verschiedener geometrischer 
Formen, wie Rechtecke und Ellipsen, deren Größe genau festgelegt werden konnte 
 Eingrenzung von Hirnstrukturen, die sich mikroskopisch von anderen Hirngeweben 
unterschieden und entlang ihrer Grenzen erfasst werden konnten unter Verwendung von 
Vielecken („polygon“) und dem Frei-Hand-Zeichnen („free hand“) 
 Mittels BZ-II-Analyzer-Software Ermittlung der von aktivierten Mikrogliazellen 
eingenommenen Fläche pro ausgewählter Hirnregion 
 Ermittlung der prozentual von Mikroglia eingenommenen Flächen mittels Excel-
Tabellen 
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Auswertung der einzelnen Hirnregionen: 
 Verwendung des „polygon“ für die Eingrenzung der Corpi callosi und der externen 
Kapsel, Definition einer anatomisch nicht vorhandenen, aber für die Auswertung 
notwendigen Grenze zwischen Corpus callosum und linker und rechter externer Kapsel 
bei zwei gedachten senkrechten Linien durch das Corpus callosum, welche die 
Seitenventrikel an deren lateralen Rändern tangierten 
 Mithilfe des „polygon“ Erfassung der Nuclei septales, die in die Auswertung 
einbezogen wurden. Da die Nuclei bildmorphologisch nicht gut abgegrenzt werden 
konnten, Festlegung der Begrenzungen des Septums entlang des Unterrandes des 
Corpus callosum, entlang beider Seitenventrikel und entlang des unteren Bildrandes 
(Aufnahmen in zehnfacher Vergrößerung) 
 Erfassung der Gliazellmarkierung in Bereichen des somatosensorischen Cortex durch 
beidseitige Anordnung von je vier Ellipsen mit einer Größe von 290 µm x 200 µm 
 Untersuchung der Mikrogliamarkierung im Striatum mit einer Ellipse von 
1216 µm x 627 µm 
 Mittels „free hand“ oder „polygon“ Erfassung der Faserquerschnitte im Striatum 
innerhalb der Ellipse von 1216 µm x 627 µm 
 Eingrenzung der anterioren Kommissur mit „polygon“. Addition der Flächen in linker 
und rechter Hemisphäre in den wenigen Schnitten, in denen die Schnittebene so weit 
vorn lag, dass die Verbindung zwischen den beiden Hirnhälften noch nicht dargestellt 
war 
 Erfassung des inhomogen markierten ventralen Pallidums mit den umgebenden Kernen 
und Faserbündeln durch drei Ellipsen mit den Maßen 910 µm x 600 µm, 
223 µm x 553 µm und 406 µm x 400 µm  
 Untersuchung der Mikrogliamarkierung des Hippocampus mit „polygon“ 
Nachdem die Mikrogliazellaktivierung in den verschiedenen Hirnregionen berechnet und als 
Prozentzahl ermittelt war, konnten diese Prozentwerte in die GraphPad-Prism6-Software 
übertragen werden. Mithilfe dieser Software wurde die Mikrogliazellmarkierung in Grafiken 
dargestellt und statistische Erhebungen durchgeführt. 
 
2.9.2  Auswahl und Auswertung der GFAP-Färbung 
Das „saure Gliafaserprotein“ (glial fibrillary acidic protein, GFAP) ist Hauptbestandteil der 
Intermediärfilamente im Zytoplasma von Gliazellen. Im Gehirn kommt es überwiegend in 
Astrozyten vor und wird daher als Marker für Astrozyten verwendet ( Sofroniew & Vinters, 
2010). 
Auch bei den GFAP-Färbungen wurden nur zwei Ebenen für die Untersuchungen benötigt: das 
„basale Vorderhirn“ und der „mittlere Hippocampus“. Wie auch bei den Iba1-Färbungen 
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wurden bestimmte Hirnregionen, in denen Astrogliamarkierungen bei den behandelten Tieren 
festgestellt werden konnten, definiert, mit dem BZ-9000-Mikroskop in zehnfacher 
Vergrößerung mikroskopiert, fotografiert und digitalisiert. Die ausgewählten Hirnregionen 
unterscheiden sich nur insofern von denen bei der Iba1-Färbung untersuchten, dass in der 
GFAP-Färbung keine Gliazellaktivierung im Cortex erkennbar war, sodass dieser in der GFAP-
Färbung nicht analysiert wurde. Der Bereich des Cingulums war jedoch im Gegensatz zur Iba1-
Färbung deutlich markiert, sodass das Cingulum in die Auswertungen mit einbezogen wurde 
(siehe Abbildung 7). 
Dazu wurde im BZ-Analyzer die Einstellung „Polygon“ ausgewählt und der Bereich des 
Cingulum, der sich vom Corpus callosum optisch abgrenzen ließ, markiert. Im BZ-Analyzer 
musste analog zur Iba1-Färbung Helligkeit (80), Kontrast (180) und der Bereich, in welchem 
die Software Astrogliazellen als solche erkennen sollte (0-120), eingestellt werden. 
 
 
Abbildung 7: Darstellung des mit der GFAP-Färbung untersuchten Cingulums 
GFAP-Färbung, basales Vorderhirn, Wildtyp, behandelt: A – Cingulum, B – Corpus callosum. 
 
2.9.3 Auswahl und Auswertung der Hsp27-Färbung 
Hitzeschockprotein 27 (heat shock protein 27, Hsp27) wird hauptsächlich von aktivierten 
Astrozyten exprimiert ( Aquino et al., 1997; Filipcik et al., 2015).  
Das Prinzip der Auswertung bestand daher nicht wie bei Iba1- und GFAP-Färbung in einer 
Auswertung über markierte Fläche, sondern über die Auszählung Hsp27-markierter Astrozyten. 
Diese wurden in den Schnittebenen „basales Vorderhirn“ und „mittlerer Hippocampus“ in den 
Regionen Corpus callosum, externe Kapsel, Septum, Striatum, anteriore Kommissur, ventrales 
Pallidum sowie Hippocampus durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 
Das Cuprizon-Modell wird verwendet, um einen Multiple-Sklerose-ähnlichen 
Demyelinisierungs- und Entzündungszustand von zentralem und peripherem Nervengewebe 
hervorzurufen. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit den Auswirkungen der 
Cuprizongabe im Zentralen Nervensystem. Anhand der Iba1-, GFAP- und Hsp27- Färbungen 
sollte die eingetretene Inflammation im Zentralen Nervensystem im Vergleich zu nicht mit 
Cuprizon behandelten Tieren untersucht werden.  
Ziel war es, die Rolle der QC und isoQC bei dem induzierten Entzündungsprozess zu 
ergründen. Aus diesem Grund wurden für die durchgeführten vergleichenden Untersuchungen 
WT-, QC-ko- und isoQC-ko-Mäuse verwendet. 
Um sich diesem Ziel zu nähern, erfolgten die Auswertungen der Iba1-, GFAP- und Hsp27- 
Färbungen nach folgendem Schema: 
1. Betrachtung der unbehandelten Tiere, um mögliche Unterschiede zwischen den 
Genotypen bereits vor Cuprizongabe zu detektieren. 
2. Vergleich der unbehandelten und behandelten Gruppen jeden Genotyps, um die 
Auswirkung der Behandlung in jedem Genotyp zu erfassen. 
3. Genotyp-spezifischer Vergleich der behandelten Tiere untereinander, um mögliche 
Unterschiede zwischen den Genotypen nach Cuprizongabe festzustellen. 
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3.1  Nachweis der Mikroglia-Aktivierung mittels Iba1-Färbung 
Die Iba1-Färbung wird angewendet, um Mikrogliazellen spezifisch anzufärben. Untersucht 
wurde mit Hilfe dieser Färbung, wieviel Prozent der Fläche einer bestimmten Hirnregion mit 
und ohne Cuprizongabe von Mikrogliazellen eingenommen wird. Die untersuchten 
Hirnregionen umfassen das Corpus callosum (siehe Abbildung 8), die externe Kapsel (siehe 
Abbildung 9), die Nuclei septales im Bereich des Septums (nicht dargestellt), den Cortex (siehe 
Abbildung 9 & Abbildung 10), das Striatum und die Faserbündel des Striatums (siehe 
Abbildung 9 & Abbildung 11), die anteriore Kommissur (siehe Abbildung 12), die Kerne im 
Bereich des ventralen Pallidums (siehe Abbildung 12) und den Hippocampus (siehe Abbildung 
13).  
 
Abbildung 8: Mikroglia im Corpus callosum (Iba1-Färbung) 
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Abbildung 9: Mikroglia in Cortex (Stern), externer Kapsel (Pfeil) & Striatum (Kreuz) (Iba1-Färbung) 
 
 
 
 
Abbildung 10: Mikroglia im Cortex (Iba1-Färbung) 
dünne Pfeile: morphologisch ruhende Mikrogliazellen, dicke Pfeile: morphologisch aktive Mikrogliazellen 
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Abbildung 11: Mikroglia innerhalb der Faserbündel des Striatum (Ellipsen) (Iba1-Färbung) 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 12: Mikroglia in anteriorer Kommissur (Pfeil) und ventralem Pallidum (Stern) (Iba1-Färbung) 
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Abbildung 13: Mikroglia im Hippocampus (Iba1-Färbung) 
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3.1.1 Vergleich der unbehandelten Genotypen hinsichtlich des Gewebeanteils von 
Mikroglia 
Die Auswertung der Ergebnisse der Iba1-Färbung beginnt mit der Gegenüberstellung der 
unbehandelten Tiere der drei betrachteten Genotypen WT, QC-ko sowie isoQC-ko mittels 
Abbildung 14. Sie veranschaulicht, dass die WT-Tiere in unbehandeltem Zustand zumeist 
niedrigere Mikroglia-Anteile aufweisen als die ko-Tiere und die isoQC-ko-Gruppe häufig die 
größten Anteile an Mikroglia innehat.  
 
Abbildung 14: Genotyp-Vergleich des Gewebeanteils von Mikroglia unbehandelter Tiere in unterschiedlichen 
Hirnregionen  
 
Betrachtet man daraufhin die Einzelwerte der Genotypen in  Abbildung 15, Abbildung 16 &  
Abbildung 17 wird die Ursache der unterschiedlichen Mikrogliamarkierung unter den 
unbehandelten Tieren deutlicher:  
Die Einzelwerte der WT-Tiere streuen mit Ausnahme des Septums wenig (Abbildung 15). Die 
Einzelwerte der QC-ko-Gruppe streuen etwas mehr, bewegen sich aber in einer ähnlichen 
Spannbreite an prozentualem Mikroglia-Anteil wie die WT-Tiere. Die Tiere QC-ko 1 & 2 
weisen dabei aber in sechs der neun untersuchten Hirnregionen höhere Werte auf als die 
anderen beiden Mäuse dieser Gruppe (Abbildung 16). Zwei Tiere aus der isoQC-ko-Gruppe 
zeigen in Septum, ventralem Pallidum und Hippocampus sowohl gegenüber den anderen beiden 
Tieren der Gruppe als auch gegenüber WT- und QC-ko-Tieren erhöhte Mikrogliamarkierungen 
(Abbildung 17 ). 
 31 
 
 
Abbildung 15: Einzelwertverteilung des Mikroglia-Anteils unbehandelter WT-Tiere in den untersuchten 
Hirnregionen 
 
 
 
 
Abbildung 16: Einzelwertverteilung des Mikroglia-Anteils unbehandelter QC-ko-Tiere in den untersuchten 
Hirnregionen 
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Abbildung 17: Einzelwertverteilung des Mikroglia-Anteils unbehandelter isoQC-ko-Tiere in den untersuchten 
Hirnregionen 
 
 
Die Einzelwerte der unbehandelten ko-Tiere im Vergleich zum Mittelwert des unbehandelten 
WT sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Die Tabelle veranschaulicht die deutlich erhöhten 
Mikroglia-Anteile der Mäuse QC-ko 1 & 2 sowie isoQC-ko 1 & 2 gegenüber allen anderen 
unbehandelten Tieren. 
 
Tabelle 7: Mikrogliaanteile aller unbehandelten WT-Tiere im Vergleich 
 
 
Unbehandelte Tiere der ko-Genotypen mit erhöhtem mikrogliären Anteil sind umrahmt. 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung in %, Einzelwerte der unbehandelten ko-Tiere 
als Vielfaches dieser Mittelwerte angegeben:     
↓ <0,6fach - verringerte Mikrogliamarkierung (M.), → 0,6-1,4fach - gleiche M., ↗ 1,5-4,4fach - leichte M.,  
↑ 4,5-7,4fach - mäßige M., ↑↑ 7,5-10,4fach - erhöhte M., ↑↑↑ 10,5-13,4fach - starke M., ↑↑↑↑ ≥13,5fach - sehr 
starke M.. 
 
0,00
5,00
10,00
15,00
20,00
25,00
30,00
35,00
A
n
te
il
 a
n
 M
ik
ro
g
li
a/
 F
lä
ch
e 
in
 %
untersuchte Hirnregionen
isoQC-ko 1
isoQC-ko 2
isoQC-ko 3
isoQC-ko 4
Genotyp WT
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 1 2 3 4 1 2 3 4
Corpus callosum 0,4675 ± 0,3213 ↑ ↑↑↑↑ ↓ → ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↓ →
externe Kapsel 0,44875 ± 0,3046 ↗ ↑ ↓ → ↑↑↑ ↑↑↑ → ↓
Septum 3,553 ± 2,597 → ↗ ↓ → ↑↑ ↑ ↓ ↓
Cortex 1,445 ± 0,6614 ↗ → ↓ ↗ ↗ ↗ → →
Striatum 0,8050 ± 0,4574 ↗ ↗ ↓ → → ↗ ↗ ↓
Striatum Faserbündel 0,2550 ± 0,1244 ↗ ↗ ↓ → → ↗ ↗ →
anteriore Kommissur  0,3725 ± 0,2305 ↑ ↑↑↑ ↓ → ↑↑↑ ↑ ↓ ↓
ventrales Pallidum 2,880 ± 1,372 ↗ → ↓ → ↑ ↗ → →
Hippocampus 1,295 ± 0,6177 ↗ ↑ ↓ ↗ ↑↑↑ ↑ → ↗
QC-ko isoQC-ko
unbehandelt unbehandelt
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3.1.2 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Mikrogliaaktivierung bei Wildtyp-
Mäusen  
Beim Vergleich der unbehandelten und behandelten  WT-Mäuse lässt sich eine Steigerung des 
gemessenen Anteils an Mikroglia bei den behandelten Tieren im Vergleich zu den 
unbehandelten Tieren in allen untersuchten Hirnregionen mit Ausnahme des Septums zeigen. 
In sieben dieser acht Regionen ist der Unterschied statistisch signifikant nachweisbar. 
Abbildung 18 zeigt diese durch Cuprizonbehandlung induzierten Mikrogliaaktivierungen in 
den untersuchten Hirnregionen der WT-Tiere. In Tabelle 8 sind die einzelnen Anteile an 
Mikroglia in unbehandelten und behandelten WT-Tieren dargestellt. Die unbehandelten Tiere 
zeigen über alle Hirnregionen Mikrogliaaktivitäten zwischen 0,03 bis 11,13 Prozent, die 
behandelten zwischen 1,04 und 41,91 Prozent. Die Tabelle zeigt für jedes behandelte Tier, um 
wieviel sich der Mikrogliaanteil nach Cuprizongabe im Vergleich zum Durchschnitt des 
mikrogliären Gewebeanteils unbehandelter WT-Tiere der betrachteten Hirnregion steigert. 
Betrachtet man das Striatum, kann eine 1,5 – 10,4fache Steigerung der Mikrogliaaktivierung 
im Vergleich zu den unbehandelten Tieren festgestellt werden. Da die prägnanteste Zunahme 
an Mikroglia in den Faserbündeln des Striatums festzustellen war, wurden diese gesondert 
untersucht und ausgewertet. Sie zeigten von allen untersuchten Hirnregionen die stärkste 
Steigerung um mehr als das 13,5fache des Mikrogliaanteils im Vergleich zu den unbehandelten 
WT-Tieren. Eine ähnlich starke Steigerung des Mikroglia-Anteils um das 7,5 bis mehr als 
13,5fache konnte in der externen Kapsel beobachtet werden. Beide Regionen sind in Tabelle 8 
durch Umrahmungen hervorgehoben. Keine messbaren Veränderungen in Bezug auf die 
Mikrogliaaktivität zeigte das Septum (siehe Abbildung 18 & Tabelle 8), obwohl nach 
Cuprizonbehandlung mittels Iba1 auch deutlich Mikroglia nachweisbar war.  
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Abbildung 18: Mikrogliaaktivierung durch Cuprizonbehandlung bei WT-Mäusen 
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05, ** P 0,001-0,01, *** P 0,0001-0,001. 
 
 
Tabelle 8: Mikrogliaanteile unbehandelter und behandelter WT-Tiere im Vergleich  
 
 
Starke Mikrogliaaktivierung nach Cuprizongabe in externer Kapsel & Faserbündeln des Striatums ist umrahmt. 
Mittel- und Einzelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung in %, Einzelwerte der behandelten 
WT-Tiere als Vielfaches dieser Mittelwerte angegeben: ↓ <0,6fach - verringerte Mikrogliamarkierung (M.), → 
0,6-1,4fach - gleiche M.,  
↗ 1,5-4,4fach - leichte M., ↑ 4,5-7,4fach - mäßige M., ↑↑ 7,5-10,4fach - erhöhte M., ↑↑↑ 10,5-13,4fach - starke 
M., ↑↑↑↑ ≥13,5fach - sehr starke M.. 
 
Genotyp
Cuprizonbehandlung
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Corpus callosum 0,4675 ± 0,3213 0,09 0,03 1,41 0,34 ↑↑ ↑ ↑ ↑↑ ↗ ↑
externe Kapsel 0,44875 ± 0,3046 0,03 0,05 1,33 0,54 ↑↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑↑
Septum 3,553 ± 2,597 0,30 0,05 11,13 2,73 → → → → → →
Cortex 1,445 ± 0,6614 0,76 0,13 3,17 1,72 ↑ ↗ ↗ ↗ → ↗
Striatum 0,8050 ± 0,4574 0,22 0,07 2,08 0,85 ↑↑ ↗ ↗ ↑ ↗ ↑
Striatum Faserbündel 0,2550 ± 0,1244 0,04 0,04 0,49 0,45 ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑
anteriore Kommissur  0,3725 ± 0,2305 0,01 0,03 0,99 0,46 ↑ ↗ ↗ ↗ ↑ ↗
ventrales Pallidum 2,880 ± 1,372 1,02 0,20 6,06 4,24 ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗
Hippocampus 1,295 ± 0,6177 0,35 0,24 2,83 1,76 ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗
behandelt
WT
unbehandelt
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3.1.3 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Mikrogliaaktivierung bei QC-ko-
Mäusen 
Auch bei den QC-ko-Tieren kommen den Hirnregionen externe Kapsel, Striatum und 
Faserbündel des Striatums Bedeutung zu, da dies die einzigen Hirnregionen sind, in denen ein 
signifikanter Nachweis über Steigerungen des Mikrogliaanteils durch Cuprizonbehandlung 
erbracht werden kann. In Abbildung 19 sind die Anteile an Mikroglia in den Hirnregionen bei 
unbehandelten und behandelten QC-ko-Individuen dargestellt. Die Abbildung zeigt auch in 
Cortex und ventralem Pallidum tendenzielle Steigerungen der mikrogliären Gewebeanteile 
nach Cuprizongabe, jedoch nicht in den anderen untersuchten Hirnregionen. Die Ursache liegt 
in der oben bereits genannten erhöhten Mikrogliaaktivierung in den Hirnregionen einzelner 
unbehandelter Tiere, welche das mittlere Niveau der Mikrogliaaktivierung behandelter Tiere 
im Corpus callosum, im Septum, in der anterioren Kommissur und im Hippocampus erreicht 
oder sogar übersteigt. Dies wird deutlich in Abbildung 19 und bei der Betrachtung der 
Individuen QC-ko 1 & 2 in Tabelle 9. Besonders im Corpus callosum und der anterioren 
Kommissur sticht QC-ko 2 durch erhöhte Mikrogliaaktivität hervor. Die Tiere QC-ko 1 & 2 
weisen höhere Vielfache mikrogliärer Gewebeanteile auf als die behandelten Tiere QC-ko 5, 6 
& 7. Hervorgehoben sind in Tabelle 9 die externe Kapsel und die Faserbündel des Striatums, 
in denen der Effekt der Cuprizonbehandlung gut nachgewiesen werden konnte. 
 
Abbildung 19: Mikrogliaaktivierung durch Cuprizonbehandlung bei QC-ko-Mäusen 
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05, ** P 0,001-0,01. 
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Tabelle 9: Mikrogliaanteile von QC-ko- und unbehandelten WT-Tieren im Vergleich   
 
 
Starke Mikrogliaaktivierung nach Cuprizongabe in externer Kapsel & Faserbündeln des Striatums ist umrahmt. 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere in %, Einzelwerte der QC-ko-Tiere als Vielfaches dieser Mittelwerte 
angegeben: ↓ <0,6fach - verringerte Mikrogliamarkierung (M.), → 0,6-1,4fach - gleiche M., ↗ 1,5-4,4fach - 
leichte M., ↑ 4,5-7,4fach - mäßige M., ↑↑ 7,5-10,4fach - erhöhte M., ↑↑↑ 10,5-13,4fach - starke M.,  
↑↑↑↑ ≥13,5fach - sehr starke M., / nicht messbar. 
 
 
3.1.4 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Mikrogliaaktivierung bei isoQC-ko-
Mäusen 
Der Vergleich unbehandelter und Cuprizon-behandelter Tiere des isoQC-ko-Genotyps hält 
ähnliche Ergebnisse bereit wie die Betrachtung der QC-ko-Tiere: Die durch 
Cuprizonbehandlung ausgelöste Aktivierung von Mikroglia ist statistisch signifikant in der 
externen Kapsel und den Faserbündeln des Striatum nachzuweisen. Des Weiteren sind anhand 
von Abbildung 20 höhere Anteile an Mikroglia in behandelten im Vergleich zu unbehandelten 
Tieren im Striatum erkennbar. In allen anderen Hirnregionen führt die erhöhte 
Grundaktivierung von Mikroglia in zwei unbehandelten isoQC-ko-Mäusen wie im QC-ko-
Genotyp zum Erreichen oder Übersteigen des Mikroglia-Anteils behandelter isoQC-ko-Mäuse. 
In Tabelle 10 sind die Mikrogliamarkierungen von unbehandelten und behandelten isoQC-ko-
Tieren im Vergleich zum Mittelwert der unbehandelten WT-Mäuse dargestellt. Mit  
Umrahmungen hervorgehoben sind wiederum die Werte für die externe Kapsel und die 
Faserbündel des Striatums, in allen anderen Regionen kann ein Effekt der Cuprizongabe kaum 
oder gar nicht beobachtet werden.  
Genotyp WT
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7
Corpus callosum 0,4675 ± 0,3213 ↑ ↑↑↑↑ ↓ → ↑↑ ↑ ↗
externe Kapsel 0,44875 ± 0,3046 ↗ ↑ ↓ → ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑
Septum 3,553 ± 2,597 → ↗ ↓ → → → →
Cortex 1,445 ± 0,6614 ↗ → ↓ ↗ ↗ ↗ ↗
Striatum 0,8050 ± 0,4574 ↗ ↗ ↓ → ↑ ↗ ↗
Striatum Faserbündel 0,2550 ± 0,1244 ↗ ↗ ↓ → ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑
anteriore Kommissur  0,3725 ± 0,2305 ↑ ↑↑↑ ↓ → ↗ ↗ ↗
ventrales Pallidum 2,880 ± 1,372 ↗ → ↓ → ↗ ↗ →
Hippocampus 1,295 ± 0,6177 ↗ ↑ ↓ ↗ / ↗ ↗
QC-ko
unbehandelt behandelt
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Abbildung 20: Mikrogliaaktivierung durch Cuprizonbehandlung bei isoQC-ko-Mäusen 
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05, ** P 0,001-0,01. 
 
 
Tabelle 10: Mikrogliaanteile von isoQC-ko- und unbehandelten WT-Tieren im Vergleich  
 
 
Starke Mikrogliaaktivierung nach Cuprizongabe in externer Kapsel & Faserbündeln des Striatums ist umrahmt. 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung in %, Einzelwerte der isoQC-ko-Tiere als 
Vielfaches dieser Mittelwerte angegeben: ↓ <0,6fach - verringerte Mikrogliamarkierung (M.), → 0,6-1,4fach - 
gleiche M., ↗ 1,5-4,4fach - leichte M., ↑ 4,5-7,4fach - mäßige M., ↑↑ 7,5-10,4fach - erhöhte M., ↑↑↑ 10,5-
13,4fach - starke M.,  
↑↑↑↑ ≥13,5fach - sehr starke M.. 
 
 
Genotyp WT
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7
Corpus callosum 0,4675 ± 0,3213 ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↓ → ↑ ↗ ↑
externe Kapsel 0,44875 ± 0,3046 ↑↑↑ ↑↑↑ → ↓ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑
Septum 3,553 ± 2,597 ↑↑ ↑ ↓ ↓ → → ↗
Cortex 1,445 ± 0,6614 ↗ ↗ → → ↗ ↗ ↗
Striatum 0,8050 ± 0,4574 → ↗ ↗ ↓ ↑↑↑ ↑ ↗
Striatum Faserbündel 0,2550 ± 0,1244 → ↗ ↗ → ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑
anteriore Kommissur  0,3725 ± 0,2305 ↑↑↑ ↑ ↓ ↓ ↑ ↗ ↑
ventrales Pallidum 2,880 ± 1,372 ↑ ↗ → → ↗ → ↗
Hippocampus 1,295 ± 0,6177 ↑↑↑ ↑ → ↗ ↑ ↑ ↗
unbehandelt behandelt
isoQC-ko
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3.1.5 Vergleich der behandelten Genotypen hinsichtlich der Mikrogliaaktivität nach 
Cuprizonbehandlung 
Abbildung 21 zeigt einen Genotypen-Vergleich der behandelten Tiere jeder untersuchten 
Hirnregion. Wie bei den unbehandelten Tieren, weisen auch bei den behandelten die isoQC-ko-
Tiere in sechs von neun untersuchten Hirnregionen die höchsten Mikroglia-Anteile auf. Die 
geringsten Anteile hat jedoch nicht mehr der WT inne, sondern in sechs von neun untersuchten 
Hirnregionen der QC-ko-Genotyp, welcher in Septum und Hippcampus signifikant niedrigere 
Mikrogliaaktivität gegenüber den WT-Tieren zeigt.  
 
 
Abbildung 21: Genotyp-Vergleich des Gewebeanteils von Mikroglia behandelter Tiere in unterschiedlichen 
Hirnregionen  
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05.  
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In Tabelle 11 ist dargestellt, um wieviel der Mikroglia-Anteil in den behandelten Individuen 
größer als der Mittelwert der unbehandelten WT-Tiere der jeweiligen Hirnregion ist. In 
Übereinstimmung mit Abbildung 21 kann in den Faserbündeln des Striatums die deutlichste 
Steigerung des mikrogliären Gewebeanteils festgestellt werden. Bei der Betrachtung aller drei 
Genotypen hinsichtlich unbehandelter und behandelter Tiere konnte bereits eine fast ebenso 
starke Steigerung der Mikrogliaaktivität in der externen Kapsel beobachtet werden, welche bei 
alleiniger Betrachtung von Abbildung 21 nicht zutage getreten wäre, da das ventrale Pallidum 
ähnliche prozentuale Anteile an Mikroglia aufweist. 
 
Tabelle 11: Mikrogliaanteile aller behandelten Tiere und unbehandelter WT-Tiere im Vergleich
 
 
Starke Mikrogliaaktivierung durch Cuprizongabe in externer Kapsel & Faserbündeln des Striatums ist umrahmt. 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung in %, Einzelwerte der behandelten Tiere als 
Vielfaches dieser Mittelwerte angegeben: ↓ <0,6fach - verringerte Mikrogliamarkierung (M.), → 0,6-1,4fach - 
gleiche M., ↗ 1,5-4,4fach - leichte M., ↑ 4,5-7,4fach - mäßige M., ↑↑ 7,5-10,4fach - erhöhte M., ↑↑↑ 10,5-
13,4fach - starke M., ↑↑↑↑ ≥13,5fach - sehr starke M., / nicht messbar. 
 
 
 
  
Genotyp
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 5 6 7 8 9 10 5 6 7 5 6 7
Corpus callosum 0,4675 ± 0,3213 ↑↑ ↑ ↑ ↑↑ ↗ ↑ ↑↑ ↑ ↗ ↑ ↗ ↑
externe Kapsel 0,44875 ± 0,3046 ↑↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑
Septum 3,553 ± 2,597 → → → → → → → → → → → ↗
Cortex 1,445 ± 0,6614 ↑ ↗ ↗ ↗ → ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗
Striatum 0,8050 ± 0,4574 ↑↑ ↗ ↗ ↑ ↗ ↑ ↑ ↗ ↗ ↑↑↑ ↑ ↗
Striatum Faserbündel 0,2550 ± 0,1244 ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑↑
anteriore Kommissur  0,3725 ± 0,2305 ↑ ↗ ↗ ↗ ↑ ↗ ↗ ↗ ↗ ↑ ↗ ↑
ventrales Pallidum 2,880 ± 1,372 ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ → ↗ → ↗
Hippocampus 1,295 ± 0,6177 ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ / ↗ ↗ ↑ ↑ ↗
behandeltbehandelt behandelt
isoQC-koQC-koWT
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3.2 Nachweis der Astroglia-Aktivierung mittels GFAP-Färbung 
Die GFAP-Färbung dient der Markierung von Astrozyten. Mit dieser immunzytochemischen 
Färbung wurde, ähnlich wie bei der Auswertung der Iba1-Färbung, die prozentual von Astroglia 
eingenommene Fläche pro Hirnregion ermittelt. Die Abbildungen 24 bis 29 zeigen die  
Hirnregionen, die hinsichtlich einer Steigerung des GFAP-Färbeprodukts nach Cuprizongabe 
untersucht worden sind. Dabei handelt es sich um das Corpus callosum, das Cingulum, die 
externe Kapsel, das Striatum, die anteriore Kommissur, das ventrale Pallidum, den 
Hippocampus sowie die Nuclei septales im Septum, welches nicht dargestellt ist. 
Im Gegensatz zur Iba1-Färbung war bei der Markierung mit GFAP das Cingulum 
mikroskopisch gut vom Corpus callosum abzugrenzen, weshalb es unabhängig von diesem 
ausgewertet wurde. Im Neocortex war die Reaktion von Astroglia nach Cuprizonbehandlung 
inhomogen, sodass dieser Bereich nicht in die Untersuchungen der GFAP-Färbung einbezogen 
wurde. Das Striatum hatte nach Gabe von Cuprizon starke Mikrogliaaktivität besonders in den 
Faserbündeln gezeigt. So deutlich ließ sich die Astrogliaaktivierung nach Cuprizonbehandlung 
nicht den Faserbündeln zuordnen, sodass in der GFAP-Färbung eine weniger detaillierte 
Messmethode bei der Auswertung dieser Hirnregion angewendet wurde.  
 
 
Abbildung 22: Astroglia in Corpus callosum (Pfeil) und Cingulum (Kreuz) (GFAP-Färbung) 
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Abbildung 23: Astroglia in externer Kapsel (Pfeil) und Striatum (Kreuz) (GFAP-Färbung) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 24: Astroglia in anteriorer Kommissur (Pfeil) und ventralem Pallidum (Stern) (GFAP-Färbung) 
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Abbildung 25: Astroglia in der anterioren Kommissur (GFAP-Färbung) 
Dünne Pfeile: unaktivierte Astrozyten, dicke Pfeile: morphologisch aktivierte Astrozyten.   
Grundaktivierung bei unbehandeltem QC-ko-Genotyp, Vergleich Tabelle 13 (Tier QC-ko 2, Hirnregion 
anteriore Kommissur) & Abbildung 33 (Hirnregion anteriore Kommissur). 
WT – Wildtyp, QC-ko – QC-ko-Genotyp, isoQC-ko – isoQC-ko-Genotyp 
 
 
 
Abbildung 26: Astroglia im ventralen Pallidum (GFAP-Färbung) 
Dünne Pfeile: unaktivierte Astrozyten, dicke Pfeile: morphologisch aktivierte Astrozyten  
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Abbildung 27: Astroglia im Hippocampus (GFAP-Färbung) 
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3.2.1 Vergleich der unbehandelten Genotypen hinsichtlich des Gewebeanteils von 
Astroglia 
Bei der Betrachtung des Genotypen-Vergleichs aller unbehandelten Versuchstiere in Abbildung 
28 fällt auf, dass die WT-Gruppe tendenziell in sieben der acht untersuchten Hirnregionen die 
geringsten Astroglia-Anteile aufweist. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 
WT- und QC-ko-Tieren ließ sich im Cingulum, signifikante Unterschiede zwischen WT und 
isoQC-ko-Genotyp in der externen Kapsel und dem Striatum nachweisen. 
 
Abbildung 28: Genotyp-Vergleich des Gewebeanteils von Astroglia unbehandelter Tiere in unterschiedlichen 
Hirnregionen  
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05. 
 
 Schlüsselt man die in Abbildung 28 dargestellten Gruppen an Genotypen in die Werte der 
einzelnen Individuen auf, kann eine ähnliche Verteilung der Einzelwerte im Genotyp-
Vergleich festgestellt werden. Dabei zeigen die Regionen Striatum, anteriore Kommissur und 
ventrales Pallidum in allen unbehandelten Tieren im Durchschnitt niedrigere Astrogliaanteile 
als die anderen untersuchten Hirnregionen (siehe Abbildung 29, Abbildung 30 & Abbildung 
31).  
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Abbildung 29: Einzelwertverteilung des Astroglia-Anteils unbehandelter WT-Tiere in den untersuchten 
Hirnregionen 
 
 
 
Abbildung 30: Einzelwertverteilung des Astroglia-Anteils unbehandelter QC-ko-Tiere in den untersuchten 
Hirnregionen 
 
 
 
0,00
4,00
8,00
12,00
16,00
20,00
A
n
te
il
 a
n
 A
st
ro
g
li
a/
 F
lä
ch
e 
in
 %
untersuchte Hirnregionen
WT 1
WT 2
WT 3
WT 4
0,00
5,00
10,00
15,00
20,00
25,00
A
n
te
il
 a
n
 A
st
ro
g
li
a/
 F
lä
ch
e 
in
 %
untersuchte Hirnregionen
QC-ko 1
QC-ko 2
QC-ko 3
QC-ko 4
 46 
 
Abbildung 31: Einzelwertverteilung des Astroglia-Anteils unbehandelter isoQC-ko-Tiere in den untersuchten 
Hirnregionen 
 
 
3.2.2 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Astrogliaaktivierung bei Wildtyp-
Mäusen 
Die Betrachtung der unbehandelten und behandelten WT-Tiere in Abbildung 32 ergab in allen 
untersuchten Hirnregionen eine deutliche Steigerung der Astrozyten-Anteile bei den 
behandelten Tieren und ließ sich in sechs von acht Regionen statistisch signifikant nachweisen.  
Die Aufschlüsselung dieser durchschnittlichen Astrogliaaktivierungen in die Werte jedes 
einzelnen WT-Tieres in Tabelle 12 zeigt besonders hohe Steigerungen der  geweblichen 
Astrozyten-Anteile im Striatum und dem ventralen Pallidum. In diesen beiden Regionen weisen 
auch die behandelten ko-Tiere signifikante Unterschiede zu den unbehandelten Mäusen auf. 
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Abbildung 32: Astrogliaaktivierung durch Cuprizonbehandlung bei WT-Mäusen  
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05, ** P 0,001-0,01, *** P 0,0001-0,001. 
 
 
Tabelle 12: Astrogliaanteile unbehandelter und behandelter WT-Tiere im Vergleich  
 
 
Starke Astrogliaaktivierung nach Cuprizongabe in Striatum & ventralem Pallidum ist umrahmt. 
Mittel- und Einzelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung in %, Einzelwerte der behandelten 
WT-Tiere als Vielfaches dieser Mittelwerte angegeben: ↓ <0,6fach - verringerte Astrogliamarkierung (A.), → 
0,6-1,4fach - gleiche A., ↗ 1,5-2,9fach - leichte A., ↑ 3,0-4,4fach - mäßige A., ↑↑ 4,5-5,9fach - erhöhte A., ↑↑↑ 
≥6,0fach - starke A. 
 
 
 
 
 
Genotyp
Cuprizonbehandlung
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Corpus callosum 6,705 ± 2,158 8,66 11,85 3,58 2,73 ↑↑ ↑ ↗ ↑↑ ↗ ↗
externe Kapsel  6,663 ± 1,305 8,31 9,44 4,79 4,11 ↗ ↗ ↗ ↑ ↗ →
Cingulum 6,260 ± 1,649 9,12 9,01 2,70 4,21 ↗ ↗ ↗ ↑↑ ↗ →
Septum  9,600 ± 2,921 16,54 12,12 3,62 6,12 ↗ ↗ ↗ ↑ → ↗
Striatum  0,325 ± 0,094 0,48 0,49 0,13 0,20 ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑
anteriore Kommissur  1,645 ± 0,591 3,04 2,20 0,53 0,81 ↑ ↗ ↗ ↑↑↑ ↗ ↑
ventrales Pallidum  1,205 ± 0,675 3,21 0,78 0,32 0,51 ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑
Hippocampus  11,080 ± 1,479 11,55 9,26 15,06 8,46 ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↗
behandeltunbehandelt
WT
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3.2.3 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Astrogliaaktivierung bei QC-ko-
Mäusen 
Beim Vergleich der unbehandelten und behandelten QC-ko-Tiere (Abbildung 33) kann in der 
externen Kapsel, dem Striatum, ventralen Pallidum und Hippocampus ein statistisch 
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Die Tendenz einer Steigerung des Astrozyten-
Anteils nach Cuprizonbehandlung besteht zusätzlich im Corpus callosum, Cingulum und 
Septum. Wie auch beim WT ist in den Regionen Striatum und ventrales Pallidum eine 
besonders starke Markierung von Astrozyten nachzuweisen, dargestellt ist dies in Tabelle 13, 
die für jedes QC-ko-Tier den Vergleich mit den durchschnittlichen Werten der unbehandelten 
WT-Tiere zeigt.  
 
Abbildung 33: Astrogliaaktivierung durch Cuprizonbehandlung bei QC-ko-Mäusen  
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05, ** P 0,001-0,01. 
 
Tabelle 13: Astrogliaanteile von QC-ko- und unbehandelten WT-Tieren im Vergleich   
 
 
Starke Astrogliaaktivierung nach Cuprizongabe in in Striatum & ventralem Pallidum ist umrahmt. 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung in %, Einzelwerte der QC-ko-Tiere als 
Vielfaches dieser Mittelwerte angegeben: ↓ <0,6fach - verringerte Astrogliamarkierung (A.), → 0,6-1,4fach - 
gleiche A., ↗ 1,5-2,9fach - leichte A., ↑ 3,0-4,4fach - mäßige A., ↑↑ 4,5-5,9fach - erhöhte A., ↑↑↑ ≥6,0fach - 
starke A.. 
Genotyp WT
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7
Corpus callosum 6,705 ± 2,158 → ↑ ↗ → ↑ ↗ ↗
externe Kapsel  6,663 ± 1,305 ↗ ↗ → → ↑ ↑↑ ↗
Cingulum 6,260 ± 1,649 ↗ ↗ ↗ ↗ ↗ ↑ ↗
Septum  9,600 ± 2,921 → ↗ ↗ → ↗ ↗ ↗
Striatum  0,325 ± 0,094 ↑↑ ↑↑ → → ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑
anteriore Kommissur  1,645 ± 0,591 ↑ ↑↑↑ → ↗ ↑ ↑ ↗
ventrales Pallidum  1,205 ± 0,675 ↗ ↗ → ↗ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑
Hippocampus  11,080 ± 1,479 → → → → ↗ ↗ ↗
QC-ko
unbehandelt behandelt
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3.2.4 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Astrogliaaktivierung bei isoQC-ko-
Mäusen 
Betrachtet man die unbehandelten und behandelten Tiere des isoQC-ko-Genotyps in Abbildung 
34, kann in allen Hirnregionen die Tendenz zur Astrozytenaktivierung nach 
Cuprizonbehandlung beobachtet werden, welche statistische Signifikanz im Corpus callosum, 
dem Striatum und dem ventralen Pallidum erreicht. In beiden Letztgenannten ist der deutlichste 
Effekt der Cuprizongabe zu verzeichnen. Dies macht Tabelle 14 deutlich, welche die isoQC-
ko-Tiere mit dem mittleren Wert der unbehandelten WT-Mäuse der jeweiligen Hirnregion 
vergleicht und die Steigerung des Astrogliaanteils im Vergleich zum unbehandelten WT angibt. 
 
Abbildung 34: Astrogliaaktivierung durch Cuprizonbehandlung bei isoQC-ko-Mäusen 
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05, ** P 0,001-0,01. 
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Tabelle 14: Astrogliaanteile von isoQC-ko- und unbehandelten WT-Tieren im Vergleich  
 
starke Astrogliaaktivierung nach Cuprizongabe in Striatum & ventralem Pallidum (Umrahmung). 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung in %, Einzelwerte der isoQC-ko-Tiere als 
Vielfaches dieser Mittelwerte angegeben: ↓ <0,6fach - verringerte Astrogliamarkierung (A.), → 0,6-1,4fach - 
gleiche A., ↗ 1,5-2,9fach - leichte A., ↑ 3,0-4,4fach - mäßige A., ↑↑ 4,5-5,9fach - erhöhte A., ↑↑↑ ≥6,0fach - 
starke A., / nicht messbar. 
 
3.2.5 Vergleich der behandelten Genotypen hinsichtlich der Astrogliaaktivität  
nach Cuprizonbehandlung 
Eine Übersicht über einen Genotyp-Vergleich der Cuprizon-induzierten Astroglia-Aktivierung 
ist in Abbildung 35 dargestellt. Anders als bei den unbehandelten Tieren, weisen die WT-Mäuse 
nicht mehr die geringsten Astrozyten-Anteile auf und kein Genotyp zeichnet sich durch gehäuft 
stärkere oder schwächere Astrozytenaktivierung nach Cuprizongabe aus.  
 
Abbildung 35: Genotyp-Vergleich des Gewebeanteils von Astroglia behandelter Tiere in unterschiedlichen 
Hirnregionen 
Genotyp WT
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7
Corpus callosum 6,705 ± 2,158 ↗ ↗ → → ↗ / ↗
externe Kapsel  6,663 ± 1,305 ↗ ↗ ↗ → ↑ ↑↑ ↗
Cingulum 6,260 ± 1,649 ↗ ↗ / ↗ ↗ / ↗
Septum  9,600 ± 2,921 ↗ → → → ↗ ↑ ↗
Striatum  0,325 ± 0,094 ↑ ↗ ↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑
anteriore Kommissur  1,645 ± 0,591 ↗ → → → ↗ ↑↑↑ ↑
ventrales Pallidum  1,205 ± 0,675 ↗ ↗ ↗ ↗ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑
Hippocampus  11,080 ± 1,479 / / → → ↗ ↗ →
unbehandelt behandelt
isoQC-ko
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3.3 Nachweis von Hsp27-Expression nach Cuprizonbehandlung 
Hitzeschockproteine sind molekulare Chaperone, deren Aufgabe es ist, Proteinen bei ihrer 
Entstehung sowie nach äußeren Einwirkungen, wie Hitze oder mechanischer Schädigung, zu 
ermöglichen, ihre Sekundärstruktur zu erhalten ( Martinez-Rossi et al., 2016).  
In der vorliegenden Arbeit wurden mittels immunzytochemischen Nachweises Hsp27-
immunreaktive Zellen im Hirngewebe aller drei Genotypen nach Cuprizon-Behandlung 
detektiert. Aufgrund der Morphologie der Hsp27-immunreaktiven Zellen (siehe Abbildung 36) 
wurde vermutet, dass es sich um Gliazellen handelt.  
 
Abbildung 36: Hsp27-immunreaktive Gliazellen (Pfeile) in der anterioren Kommissur 
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Zur Identifizierung des Gliazelltyps wurde mittels der Doppelimmunfluoreszenz-Methode die 
gleichzeitige Darstellung des Hsp27-Signals mit dem mikrogliären Marker Iba1 
beziehungsweise dem astrozytären Marker GFAP durchgeführt. Während in keiner Hirnregion 
eine Überlappung des Iba1- und Hsp27-Signals festzustellen war, zeigte die 
Doppelimmunfluoreszenzmarkierung von GFAP und Hsp27 eine Übereinstimmung der 
Markierungen beider Signale (siehe Abbildung 37). Damit ist die hier beobachtete Hsp27-
Induktion der Astrozyten-Fraktion der Gliazellen zuzuordnen.   
 
Abbildung 37: Nachweis der Hsp27-Induktion in Astrozyten nach Cuprizongabe 
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Die quantitative Erfassung der Hsp27-Expression erfolgte über eine Auszählung der markierten 
Astrozyten pro Hirnareal, wobei die Regionen Corpus callosum, externe Kapsel, Septum, 
Striatum, anteriore Kommissur (siehe Abbildung 38), ventrales Pallidum und Hippocampus 
analysiert wurden.  
 
Abbildung 38: Hsp27-exprimierende Astrozyten (Pfeile) in der anterioren Kommissur 
 
 
3.3.1 Vergleich der unbehandelten Genotypen hinsichtlich des Gewebeanteils von 
Hsp27-exprimierenden Astrozyten 
Bei der Auswertung der Ergebnisse der Hsp27-Färbung werden zuerst alle unbehandelten Tiere 
der Genotypen WT, QC-ko und isoQC-ko hinsichtlich des Vorkommens Hsp27-exprimierender 
Astrozyten in den untersuchten Hirnregionen betrachtet (Abbildung 39). Dort fällt besonders 
die QC-ko-Genotyp-Gruppe auf, die in fast allen Hirnregionen zahlreiche Hsp27-exprimierende 
Astrozyten aufweist. Dies steht in starkem Gegensatz zu der WT-Gruppe, deren Individuen 
nahezu keine Hsp-27-Expression in Astrozyten zeigen. Auch die Astrozyten der unbehandelten 
isoQC-ko-Mäuse exprimieren mit Ausnahme des Hippocampus kaum Hsp27. Trotzdem besteht 
ein signifikanter Unterschied der Anzahl Hsp27-exprimierender Astrozyten zwischen WT und 
isoQC-ko-Genotyp im Corpus callosum. Signifikante Unterschiede zwischen den QC-ko- 
Tieren und WT oder isoQC-ko-Genotyp sind nicht nachweisbar, weil die Streuung innerhalb 
der QC-ko-Gruppe sehr groß ist (siehe Abbildung 40).  
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Abbildung 39: Genotyp-Vergleich Hsp27-exprimierender Astrozyten unbehandelter Tiere in unterschiedlichen 
Hirnregionen 
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05. 
 
 
 
Abbildung 40: Verteilung Hsp27-exprimierender Astrozyten unbehandelter QC-ko-Tiere in den untersuchten 
Hirnregionen 
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Die Anzahl der Hsp27-exprimierenden Astrozyten der unbehandelten ko-Tiere werden in 
Tabelle 15 mit denen des unbehandelten WT verglichen. Hierbei wird deutlich, dass die QC-
ko-Tiere 1 & 2, wie bereits in der Iba1- und vereinzelt in der GFAP-Färbung, deutlich mehr 
Astrozyten mit Hsp27-Expression aufweisen als die anderen beiden Tiere dieser Gruppe, die 
WT- oder die isoQC-ko-Tiere. 
Tabelle 15: Hsp27-Expression aller unbehandelten Tiere im Vergleich  
 
 
Unbehandelte Tiere des QC-ko-Genotyps mit starker Hsp27-Expression sind umrahmt. 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung und Einzelwerte der unbehandelten ko-Tiere 
als Astrozytenanzahl angegeben: ↓ <0,6 - keine Hsp27-markierten Astrozyten (H.), → 0,6-1,4 - sehr wenige H., 
↗ 1,5-4,4 - wenige H., ↑ 4,5-7,4 -  mäßige H., ↑↑ 7,5-10,5 - viele H., ↑↑↑ 10,5-13,4 - zahlreiche H., ↑↑↑↑ ≥13,5 - 
sehr zahlreiche H.. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Genotyp WT
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 1 2 3 4 1 2 3 4
Corpus callosum 0,0 ± 0,0 ↑↑ ↑↑↑↑ ↓ ↓ → ↗ ↗ ↓
externe Kapsel  0,0 ± 0,0 ↗ ↑↑↑↑ ↓ ↓ ↓ ↓ → ↓
Septum  0,0 ± 0,0 ↑ ↑↑↑↑ ↓ ↓ ↗ ↓ ↓ ↓
Striatum  0,0 ± 0,0 ↗ ↗ → ↓ ↓ ↓ ↓ ↓
anteriore Kommissur  0,0 ± 0,0 ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↓ ↗ → ↓ ↗ ↗
ventrales Pallidum  0,0 ± 0,0 → ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓
Hippocampus  0,125 ± 0,125 → 0,0 ↑↑↑ ↑↑↑↑ ↗ ↗ → → ↗ ↑↑↑↑
QC-ko isoQC-ko
unbehandelt unbehandelt
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3.3.2 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Hsp27-Expression in Astrozyten bei 
Wildtyp-Mäusen 
Bei der Analyse der Hsp27-Expression im WT anhand von Abbildung 41 kann in jeder 
untersuchten Hirnregion eine signifikante Steigerung der Hsp27-Expression in Astrozyten 
verzeichnet werden. Die Abbildung 41 und Tabelle 16 zeigen, dass in der anterioren 
Kommissur und dem Hippocampus die meisten Hsp27-exprimierenden Astrozyten 
vorkommen. 
 
 
Abbildung 41: Hsp27-Expression in Astrozyten Cuprizon-behandelter WT-Tiere 
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05, ** P 0,001-0,01, *** P 0,0001-0,001. 
 
Tabelle 16: Hsp27-Expression unbehandelter und behandelter WT-Tiere im Vergleich 
 
 
Erhöhte Hsp27-Expression nach Cuprizongabe in anteriorer Kommissur und Hippocampus ist umrahmt. 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung und Einzelwerte der behandelten WT-Tiere als 
Astrozytenanzahl angegeben: ↓ <0,6 - keine Hsp27-markierten Astrozyten (H.), → 0,6-1,4 - sehr wenige H., ↗ 
1,5-4,4 - wenige H., ↑ 4,5-7,4 -  mäßige H., ↑↑ 7,5-10,5 - viele H., ↑↑↑ 10,5-13,4 - zahlreiche H., ↑↑↑↑ ≥13,5 - 
sehr zahlreiche H.. 
 
Genotyp
Cuprizonbehandlung
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Corpus callosum 0,0 ± 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ↗ ↑↑↑ ↑ ↗ ↗ ↑↑
externe Kapsel  0,0 ± 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ↗ ↗ ↑ ↑↑ ↗ ↗
Septum  0,0 ± 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑ ↑ ↑ ↗
Striatum  0,0 ± 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ↑ ↑ → ↗ ↗ ↓
anteriore Kommissur  0,0 ± 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ↑↑ ↗ ↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑↑
ventrales Pallidum  0,0 ± 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ↗ ↑ ↗ ↑ ↗ ↗
Hippocampus  0,125 ± 0,125 → 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑
behandelt
WT
unbehandelt
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3.3.3 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Hsp27-Expression in Astrozyten bei 
QC-ko-Mäusen 
Betrachtet man die unbehandelten und behandelten Tiere des QC-ko-Genotyps in Abbildung 
42, fällt die hohe Zahl Hsp27-markierter Astrozyten bei unbehandelten Tieren auf, die teilweise 
das Niveau nach Cuprizonbehandlung übersteigt. Dadurch sind bei den QC-ko-Tieren kaum 
gesteigerte Hsp27-Markierungen von Astrozyten nach Cuprizongabe zu verzeichnen. Nur im 
ventralen Pallidum ist ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten und 
behandelten Tieren nachweisbar. Selbiges ist in Tabelle 17, welche die einzelnen Werte für 
Hsp27-exprimierende Astrozyten der QC-ko-Tiere im Vergleich zu den unbehandelten WT-
Mäusen darstellt, hervorgehoben. Die QC-ko- Tiere 1 & 2 sind zur Unterstreichung ihrer  
unerwartet hohen Hsp27-Expression ebenfalls umrahmt. 
 
Abbildung 42: Hsp27-Expression in Astrozyten Cuprizon-behandelter QC-ko-Tiere 
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05. 
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Tabelle 17: Hsp27-Expression in QC-ko- und unbehandelten WT-Tieren im Vergleich   
 
 
Starke Hsp27-Expression in QC-ko-Tieren und statistisch signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten und 
behandelten QC-ko-Tieren im ventralen Pallidum ist umrahmt. 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung und Einzelwerte der QC-ko-Tiere als 
Astrozytenanzahl angegeben: ↓ <0,6 - keine Hsp27-markierten Astrozyten (H.), → 0,6-1,4 - sehr wenige H., ↗ 
1,5-4,4 - wenige H., ↑ 4,5-7,4 -  mäßige H., ↑↑ 7,5-10,5 - viele H., ↑↑↑ 10,5-13,4 - zahlreiche H., ↑↑↑↑ ≥13,5 - 
sehr zahlreiche H., / - nicht messbar. 
 
3.3.4 Einfluss der Cuprizonbehandlung auf die Hsp27-Expression in Astrozyten bei 
isoQC-ko-Mäusen 
In Abbildung 43 sind unbehandelte und behandelte isoQC-ko-Tiere einander gegenüber 
gestellt. Eine durch Cuprizongabe tendenziell erhöhte Anzahl von Hsp27-exprimierenden 
Astrozyten wurde in allen untersuchten Hirnregionen außer dem Hippocampus gemessen. 
Statistisch signifikant belegen lässt sich dies für das Corpus callosum, die externe Kapsel und 
das ventrale Pallidum. Die Auflistung der Einzelwerte der isoQC-ko-Tiere im Vergleich zu den 
unbehandelten WT-Tieren findet sich in Tabelle 18. 
 
Abbildung 43: Hsp27-Expression in Astrozyten Cuprizon-behandelter isoQC-ko-Tiere  
Signifikanzstufen: * P 0,01-0,05, ** P 0,001-0,01, *** P 0,0001-0,001. 
Genotyp WT
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7
Corpus callosum 0,0 ± 0,0 ↑↑ ↑↑↑↑ ↓ ↓ / ↑↑ ↓
externe Kapsel  0,0 ± 0,0 ↗ ↑↑↑↑ ↓ ↓ ↗ ↑↑↑ ↗
Septum  0,0 ± 0,0 ↑ ↑↑↑↑ ↓ ↓ ↑↑ ↑↑↑ →
Striatum  0,0 ± 0,0 ↗ ↗ → ↓ ↑ ↓ ↓
anteriore Kommissur  0,0 ± 0,0 ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↓ ↗ / ↑ →
ventrales Pallidum  0,0 ± 0,0 → ↓ ↓ ↓ / ↑ ↗
Hippocampus  0,125 ± 0,125 → 0,0 ↑↑↑ ↑↑↑↑ ↗ ↗ ↑↑ ↑↑ ↑↑↑
QC-ko
unbehandelt behandelt
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Tabelle 18: Hsp27-Expression in isoQC-ko- und unbehandelten WT-Tieren im Vergleich   
 
 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung und Einzelwerte der isoQC-ko-Tiere als 
Astrozytenanzahl angegeben: ↓ <0,6 - keine Hsp27-markierten Astrozyten (H.), → 0,6-1,4 - sehr wenige H., ↗ 
1,5-4,4 - wenige H., ↑ 4,5-7,4 -  mäßige H., ↑↑ 7,5-10,5 - viele H., ↑↑↑ 10,5-13,4 - zahlreiche H., ↑↑↑↑ ≥13,5 - 
sehr zahlreiche H., / - nicht messbar. 
 
 
3.3.5 Vergleich der behandelten Genotypen hinsichtlich der Hsp27-Expression in 
Astrozyten nach Cuprizonbehandlung 
Zur abschließenden Betrachtung der Hsp27-Färbung sind in Abbildung 44 alle behandelten 
Tiere für einen Genotyp-spezifischen Vergleich nach Hirnregionen geordnet. Während die 
unbehandelten WT-Tiere kaum Hsp27 exprimierten, zeigten sie nach Cuprizongabe in fünf der 
sieben untersuchten Hirnregionen die höchste Anzahl an Hsp27-exprimierenden Astrozyten. 
Die hohe Hsp27-Expression in den unbehandelten QC-ko-Tieren wurde durch Cuprizongabe 
anscheinend nicht verstärkt, da diese Tiere nur in zwei der untersuchten Hirnregionen die 
meisten Astrozyten mit Expression des Hsp27 aufwiesen. Eine Übersicht über die Hsp27-
Expression aller behandelten Tiere zeigt Tabelle 19, die die Einzelwerte der behandelten Tiere 
mit dem Mittelwert der unbehandelten WT-Mäuse vergleicht.  
 
 
Genotyp WT
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 1 2 3 4 5 6 7
Corpus callosum 0,0 ± 0,0 → ↗ ↗ ↓ ↗ ↑ ↗
externe Kapsel  0,0 ± 0,0 ↓ ↓ → ↓ ↑ ↑↑ ↗
Septum  0,0 ± 0,0 ↗ ↓ ↓ ↓ ↗ ↓ ↗
Striatum  0,0 ± 0,0 ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ → ↓
anteriore Kommissur  0,0 ± 0,0 → ↓ ↗ ↗ / ↑ ↑↑↑↑
ventrales Pallidum  0,0 ± 0,0 ↓ ↓ ↓ ↓ ↗ ↗ ↗
Hippocampus  0,125 ± 0,125 → 0,0 → → ↗ ↑↑↑↑ ↑↑↑ ↑ ↑↑
unbehandelt behandelt
isoQC-ko
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Abbildung 44: Genotyp-Vergleich Hsp27-exprimierender Astrozyten behandelter Tiere in unterschiedlichen 
Hirnregionen 
 
 
Tabelle 19: Hsp27-Expression aller behandelten Tiere und unbehandelter WT-Tiere im Vergleich 
 
 
Mittelwerte der unbehandelten WT-Tiere ± Standardabweichung und Einzelwerte der behandelten Tiere als 
Astrozytenanzahl angegeben: ↓ <0,6 - keine Hsp27-markierten Astrozyten (H.), → 0,6-1,4 - sehr wenige H., ↗ 
1,5-4,4 - wenige H., ↑ 4,5-7,4 -  mäßige H., ↑↑ 7,5-10,5 - viele H., ↑↑↑ 10,5-13,4 - zahlreiche H., ↑↑↑↑ ≥13,5 - 
sehr zahlreiche H., / - nicht messbar. 
 
  
Genotyp
Cuprizonbehandlung unbehandelt
Tiere  1-4 5 6 7 8 9 10 5 6 7 5 6 7
Corpus callosum 0,0 ± 0,0 ↗ ↑↑↑ ↑ ↗ ↗ ↑↑ / ↑↑ ↓ ↗ ↑ ↗
externe Kapsel  0,0 ± 0,0 ↗ ↗ ↑ ↑↑ ↗ ↗ ↗ ↑↑↑ ↗ ↑ ↑↑ ↗
Septum  0,0 ± 0,0 ↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑ ↑ ↑ ↗ ↑↑ ↑↑↑ → ↗ ↓ ↗
Striatum  0,0 ± 0,0 ↑ ↑ → ↗ ↗ ↓ ↑ ↓ ↓ ↓ → ↓
anteriore Kommissur  0,0 ± 0,0 ↑↑ ↗ ↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑↑ / ↑ → / ↑ ↑↑↑↑
ventrales Pallidum  0,0 ± 0,0 ↗ ↑ ↗ ↑ ↗ ↗ / ↑ ↗ ↗ ↗ ↗
Hippocampus  0,125 ± 0,125 → 0,0 ↑↑↑↑ ↑↑↑↑ ↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑ ↑↑ ↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑ ↑↑
isoQC-ko
behandelt
WT
behandelt
QC-ko
behandelt
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4 Diskussion 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit Funktionen von Glutaminylzyklasen bei 
neurodegenerativen Erkrankungen.  
Bei der Erforschung des Morbus Alzheimer stehen Glutaminylzyklasen mit der Pathogenese 
der Erkrankung ursächlich in Verbindung, da sie für die Stabilisierung von Aß-Peptiden, ihrer 
Ablagerung im Gehirn als senile Plaques und die Auslösung neurodegenerativer Prozesse mit 
verantwortlich gemacht werden können ( Schilling et al., 2008). Bisher wurden die Funktionen 
der Glutaminylzyklase (QC) von denen ihrer Isoform (isoQC) gesondert betrachtet, da beide 
Enzyme innerhalb des Körpers und innerhalb der Zellen unterschiedlich verteilt sind ( Cynis et 
al., 2008) und dadurch diverse Unterschiede in der Umsetzung von Substraten aufweisen (  Cynis 
et al., 2011). Durch die Verfügbarkeit von QC- und isoQC-ko-Tieren können die spezifischen 
Funktionen beider Enzyme im Tiermodell betrachtet werden.  
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit den Auswirkungen des Verlusts je eines der beiden 
Enzyme an einem Tiermodell chronischer Demyelinisierung, dem Cuprizon-Modell der Maus. 
Die Behandlung mit Cuprizon ist ein etabliertes Untersuchungsmodell pathologischer Prozesse 
bei der Multiplen Sklerose ( Kipp et al., 2009). Durch die Beigabe von Cuprizon in das Futter 
der Versuchstiere wird eine Demyelinisierung ausgelöst, die nach drei Wochen erstmalig und 
am stärksten sechs Wochen nach Beginn der Fütterung nachweisbar ist ( Koutsoudaki et al., 
2009; Basoglu et al., 2013). Dieser Zeitpunkt maximalen Effektes wurde in der vorliegenden 
Arbeit gewählt. Auch die Auswirkung der Dosis auf den Gesamtzustand der Tiere wurde 
berücksichtigt. Da Dosierungen ab 0,5 % Cuprizon zu vorzeitiger Mortalität führten ( Carlton, 
1967), wurde eine Anreicherung des Futters mit 0,3 % Cuprizon gewählt ( Kipp et al., 2009).  
Neben dem Corpus callosum wurden die Auswirkungen der Demyelinisierung an weiteren 
Nervenbahnen des Vorderhirns untersucht. Zu diesen gehört die Capsula externa, das 
Cingulum, die Nuclei septales, die Nervenfaserbündel des Striatums, die anteriore Kommissur 
und das ventrale Pallidum mit eng benachbarten Nuclei und Bündeln. Des Weiteren wurde der 
Hippocampus untersucht, da für selbigen ebenfalls Auswirkungen der Cuprizongabe in der 
Literatur beschrieben wurden (   Koutsoudaki et al., 2009; Norkute et al., 2009). Außerdem ist  
bekannt, dass sowohl bei der Multiplen Sklerose selbst ( Kidd et al., 1999) als auch im Cuprizon-
Modell ( Skripuletz et al., 2008) nicht allein weiße Substanz, sondern auch  graue Substanz wie 
der Neocortex betroffen ist, dessen Schädigung anhand verstärkter Mikrogliamarkierung in der 
vorliegenden Arbeit detektiert werden konnte.  
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Aktivierung von Mikroglia durch Cuprizonbehandlung 
Die Behandlung mit Cuprizon geht mit der Aktivierung und Einwanderung von Mikrogliazellen 
in die Umgebung demyelinisierter Nervenfasern einher ( Hiremath et al., 1998; Steelman et al., 
2011). In den Hirnregionen Corpus callosum, Capsula externa, Septum, Cortex, Striatum, 
Faserbündel Striatum, anteriore Kommissur, ventrales Pallidum und Hippocampus konnte nach 
Cuprizongabe bei den WT-Tieren mittels Iba1-Immunhistochemie Mikroglia nachgewiesen 
werden, die bei den unbehandelten Tieren nicht nachzuweisen war. In der vorliegenden Arbeit 
wurde die Mikroglia nicht morphologisch in ramifizierte und aktivierte Mikroglia unterteilt, 
sondern die gesamte von ihr eingenommene Fläche pro Hirnregion erfasst. Dass nach 
Cuprizongabe größere mikrogliäre Anteile in den Hirnregionen nachzuweisen waren, zeigt, 
dass eine dynamische Antwort auf die Schädigung des Hirngewebes stattgefunden hat, die als 
Aktivierung gewertet werden kann. Die Hirnregionen, in denen nach sechswöchiger 
Cuprizongabe derartige Mikrogliaaktivierungen nachgewiesen werden konnten, wurden 
hinsichtlich eines möglichen funktionellen Einflusses von QC und isoQC untersucht. 
Bei der Betrachtung aller unbehandelten Tiere fällt auf, dass je 50 Prozent des QC-ko- und 
isoQC-ko-Genotyps (von jeweils n = 4) bereits ohne experimentelle Beeinflussung eine 
ausgeprägte Mikroglia-Grundaktivierung aufweisen, wobei die isoQC-ko-Gruppe die stärkste 
Abweichung zeigt. 
Über die Ursache der erhöhten Mikroglia-Aktivität eines Teils der QC/isoQC-ko Mäuse kann 
an dieser Stelle nur spekuliert werden. Da Untersuchungen der QC- und isoQC-ko- Mauslinien 
gezeigt haben, dass weder die Ausschaltung des QC-Gens ( Schilling et al., 2011) noch des 
isoQC-Gens ( Becker et al., 2016) physiologische Beeinträchtigungen zur Folge haben, könnte 
eine unentdeckte Infektion oder sonstige Erkrankung der betroffenen Tiere dem erhöhten 
gliären Aktivierungszustand zugrunde liegen. Eine Klärung dieses Sachverhaltes wäre mit einer 
Ausweitung der Tierzahl pro Versuchsgruppe möglich. 
In Betracht zu ziehen ist auch, dass die beiden einzigen männlichen Tiere aus der unbehandelten 
isoQC-ko-Gruppe anders auf ein Knock-out der isoQC reagieren als weibliche Mäuse, denn der 
neuroprotektive Effekt von Estrogen ( Arnold & Beyer, 2009) und Progesteron ( El-Etr et al., 
2015) ist bekannt. Zum Erhalt vergleichbarer Gruppenstärken waren die beiden männlichen 
Tiere in die isoQC-ko-Gruppe einbezogen worden. Doch das Fehlen der isoQC hat nach Becker 
et al. (2016) keine Auswirkungen auf das Verhalten der untersuchten Mäuse und keinen 
negativen Einfluss in der Hypothalamus-Hypophysen-Endorgan-Hormonachse, sodass allein 
das Fehlen der isoQC wahrscheinlich keinen neuroprotektiven Mechanismus in Gang setzt, in 
welchem ein Unterschied zwischen weiblichen und männlichen Tieren offenkundig geworden 
sein könnte. Da besagte männliche Tiere nicht in jeder Hirnregion erhöhte 
Mikrogliamarkierungen aufwiesen und auch weibliche QC-ko- und isoQC-ko-Tiere sowohl 
erhöhte Mikrogliamarkierung als auch vermehrt Astrogliamarkierung und Hsp27-Expression 
zeigten, ist die Ursache der Gliaaktivierung bei unbehandelten Tieren eher nicht auf einen 
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Geschlechterunterschied zurückzuführen. Dass ein solcher vorkommen könnte, sollte jedoch in 
zukünftigen Studien berücksichtigt werden. 
Möglich wäre auch, dass der Knock-out der QC beziehungsweise isoQC Prozesse, die zur 
Gliaaktivierung führen, verändert. Bei einigen isoQC-ko-Tieren konnten im Gehirn außerdem 
vergrößerte Ventrikel beobachtet werden. Beides könnte auch ohne Cuprizongabe zu einer 
Mikrogliaaktivierung geführt haben. Da in der vorliegenden Arbeit keine M1/M2-
Differenzierung der Mikrogliazellen durchgeführt wurde, kann nicht festgestellt werden, ob das 
verstärkte Vorkommen von  Mikroglia bei den unbehandelten Tieren Anzeichen einer 
Inflammation ohne bekannte Ursache oder auf grundlegend gestörte zelluläre Prozesse 
zurückzuführen ist.  
Für die isoQC konnte die Aufgabe bei der Reifung des CCL2-Chemokins, welches bei 
inflammatorischen Prozessen beteiligt ist, gezeigt werden ( Cynis et al., 2011). Dies lässt die 
Vermutung zu, dass durch die Ausschaltung der QC im QC-ko-Genotyp die isoQC zum 
Ausgleich der Enzymfunktion möglicherweise hochreguliert wird. Daraus könnte eine 
gesteigerte Bildung von biologisch aktivem  CCL2 und möglicherweise verstärkter Mikroglia-
Aktivierung im zentralen Nervensystem resultieren. Für isoQC-ko-Tiere konnte bereits gezeigt 
werden, dass das Fehlen des Isoenzyms nicht mit einer Steigerung der QC-Aktivität verbunden 
ist ( Becker et al., 2016). Diese These kann für die Ursachenbetrachtung der Grundaktivierung 
von Mikroglia in unbehandelten isoQC-ko-Tieren also ausgeschlossen werden. Ob die 
Ausschaltung der QC ebenfalls keine Hochregulation der isoQC zur Folge hat, sollte 
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
In den oben genannten, hinsichtlich Mikrogliavorkommen untersuchten Hirnregionen, konnte 
bei Tieren mit Cuprizongabe eine Steigerung des mikrogliären Gewebeanteils gegenüber 
Tieren ohne Verabreichung von Cuprizon verzeichnet werden. Im Corpus callosum, der 
externen Kapsel, dem Striatum, den striatalen Faserbündeln, der anterioren Kommissur, dem 
ventralen Pallidum und im Hippocampus war der Unterschied signifikant nachweisbar. Diese 
Differenzen im Mikrogliavorkommen unbehandelter und behandelter Tiere wurden bereits von 
anderen Arbeitsgruppen, die das Cuprizon-Modell verwendet haben, nachgewiesen  
( Hiremath et al., 1998; Steelman et al. 2011). Die Unterschiede unter den Hirnregionen könnten 
mit bereits nachgewiesenen und im Folgenden beschriebenen Differenzen im Verlauf der De- 
und Remyelinisierung nach Cuprizon-Behandlung in verschiedenen Hirnregionen 
zusammenhängen. So wurde gezeigt, dass die Demyelinisierung im Corpus callosum bereits 
nach fünf Wochen Cuprizongabe abgeschlossen ist, im Cortex hingegen erst nach sechs ( Gudi 
et al., 2009), wenn im Corpus callosum bereits wieder eine Remyelinisierung stattfindet ( Gudi 
et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der Cuprizongabe ebenfalls 
nach sechs Wochen untersucht. Bei der Auswertung von Corpus callosum und Cortex zeigte 
sich, dass im Corpus callosum ein größerer Unterschied des mikrogliären Gewebeanteils zu 
verzeichnen war als im Cortex (sei es durch vermehrte Anzahl oder Vergrößerung der 
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Mikrogliazellen durch Aktivierung), obwohl zu diesem Zeitpunkt die Remyelinisierung im 
Corpus callosum weiter fortgeschritten sein müsste als im Cortex (  Gudi et al., 2009). Das 
stärkere Auftreten von Mikroglia bei Re- anstelle von Demyelinisierung könnte ein weiterer 
Hinweis auf den protektiven Effekt von Mikroglia bei demyelinisierenden Prozessen sein, wie 
ihn Olah et al. (2012) bereits postuliert haben.  
Der Vergleich unbehandelter und Cuprizon-behandelter QC-ko- beziehungsweise isoQC-ko-
Tiere offenbart nur marginale Unterschiede zwischen diesen beiden Genotypen. Signifikante 
Unterschiede zwischen jeweiliger unbehandelter und behandelter Gruppe finden sich in der 
externen Kapsel und in den Faserbündeln des Striatums. Dies sind die beiden Hirnregionen, in 
denen der Effekt der Mikrogliaaktivierung nach Cuprizongabe in allen drei Genotypen am 
deutlichsten und statistisch signifikant nachgewiesen werden konnte. Während im QC-ko-
Genotyp außerdem im Striatum ein signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten  und 
behandelten Tieren nachzuweisen ist, zeigt der isoQC-ko-Genotyp in allen anderen 
Hirnregionen keine signifikanten Unterschiede. Dass signifikante Unterschiede in diesen 
beiden Genotypen zwischen unbehandelten und behandelten Tieren nicht in gleichem Maße 
wie im WT nachgewiesen werden können, ist vermutlich auf die hohe mikrogliäre 
Grundaktivierung bei unbehandelten QC-ko und isoQC-ko-Mäusen zurückzuführen. Diese 
wiesen teilweise große von Mikroglia eingenommene Flächen auf und erreichten damit Werte, 
die bei Cuprizon-behandelten Tieren verzeichnet wurden. Dies ist bei QC-ko- und isoQC-ko-
Genotyp im Corpus callosum, der anterioren Kommissur, dem Hippocampus und beim isoQC-
ko-Genotyp zusätzlich im ventralen Pallidum zu beobachten. Die sich auf gleichem Niveau 
bewegenden Mikrogliavorkommen von unbehandelten und behandelten ko-Tieren erwecken 
den Eindruck, dass die ko-Tiere nicht wie WT-Mäuse in der Lage sind, unter Cuprizongabe 
mehr  Mikrogliazellen zu rekrutieren oder zu aktivieren. Mit dem Wissen, dass die isoQC durch 
die Aktivierung des CCL2 bei der Mikrogliaaktivierung oder –rekrutierung beteiligt ist ( Cynis 
et al., 2011, Selenica et al., 2013), könnte die geringe Steigerung oder Abnahme der markierten 
Mikroglia nach Cuprizonbehandlung bei den isoQC-ko-Tieren möglicherweise auf die fehlende 
Aktivierung des CCL2 zurückgeführt werden.  
 
Aktivierung von Astroglia nach Cuprizonbehandlung 
Astrozyten haben eine Vielzahl von Funktionen bei  der Regulation der Homöostase des 
Gehirns inne ( Papa et al., 2015) und sind maßgeblich bei der Schadenseingrenzung bei 
metabolischen und mechanischen Hirnschädigungen durch gliäre Narbenbildung beteiligt 
( Rossi, 2015).  
QCs werden im Gehirn von Mäusen unter physiologischen Bedingungen von spezifischen 
Neuronen exprimiert ( Hartlage-Rübsamen et al., 2009) und sind an der Reifung von 
Neuropeptiden und Peptidhormonen beteiligt (Hartlage-Rübsamen et al., 2009; Waniek et al., 
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2015; Becker et al., 2016). Bei pathologischen Prozessen, die mit einer Aktivierung von 
Gliazellen einhergehen, wurden QCs allerdings auch in reaktiven Astrozyten nachgewiesen 
(Hartlage-Rübsamen et al., 2015; Waniek et al., 2015). Ob das Ausschalten einer QC-Isoform 
Auswirkungen auf die gliäre Funktion hat, muss in weiterführenden Untersuchungen auch an 
geeigneten inflammatorischen Modellen gezeigt werden.  
Dichte Ansammlungen reaktiver Astrozyten konnten bei Patienten mit Multipler Sklerose post 
mortem nahe der demyelinisierten Läsionen gefunden werden (Sofroniew, 2009) und wurden 
auch bei der Verwendung des Cuprizon-Modells nachgewiesen (Hiremath et al., 1998; Norkute 
et al., 2009; Koutsoudaki et al., 2009).  
In der vorliegenden Arbeit zeigt sich die signifikante Steigerung des astrogliären Gewebeanteils 
nach Gabe von Cuprizon in WT-Tieren in den gleichen Hirnregionen, in denen auch ein 
signifikanter Zuwachs des mikrogliären Gewebeanteils zu verzeichnen war. Dies belegt eine 
deutliche Entzündungsreaktion unter Cuprizonapplikation und die Wirksamkeit dieses 
tierexperimentellen Ansatzes, da sowohl Mikro- als auch Astrogliose Merkmale der 
Cuprizongabe sind ( Gudi et al., 2014).  
Ähnlich wie bei der Betrachtung der Mikroglia zeigen die unbehandelten WT-Tiere geringere 
Astrogliamarkierung als die QC- und isoQC-ko-Tiere. Diese basal erhöhte Astroglia-
markierung in den QC-ko und isoQC-ko-Tieren ist in drei Hirnregionen statistisch signifikant. 
Nach Cuprizongabe  sind diese Unterschiede nicht mehr nachweisbar. Dies kann als Beleg dafür 
interpretiert werden, dass die WT-Tiere nicht nur mit Aktivierung beziehungsweise 
Rekrutierung von Mikrogliazellen, sondern auch mit Astrogliaaktivierung unter den drei 
untersuchten Genotypen am stärksten auf die Cuprizonbehandlung reagieren.  
Da sich die demyelinisierenden Prozesse und ihre Auswirkungen auf die Gliaaktivierung am 
deutlichsten in der weißen Substanz nachweisen lassen, wäre zu erwarten gewesen, dass in 
Corpus callosum, externer Kapsel oder anteriorer Kommissur, also Regionen, die sehr genau 
eingegrenzt werden konnten, die größten Effekte der Cuprizonbehandlung nachgewiesen 
werden können. Es wurden jedoch im Striatum und im ventralen Pallidum die größten und 
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen unbehandelten und behandelten WT-Tieren 
registriert. In diesen beiden Hirnregionen wiesen die unbehandelten Tiere in allen drei 
Genotypen geringe Astrogliamarkierungen auf und die Werte unterlagen einer geringeren 
Streuung als die der anderen Hirnregionen. Außerdem konnte nur in diesen beiden Regionen 
für alle Genotypen ein signifikanter Unterschied vor und nach Gabe von Cuprizon 
nachgewiesen werden. Sowohl Striatum als auch ventrales Pallidum durchlaufen nach 
Cuprizonbehandlung also deutlichere Veränderungen im Sinne einer Astrozytenaktivierung 
oder –rekrutierung als Regionen, in denen weiße und graue Substanz strikter voneinander 
abgegrenzt werden konnten. Möglicherweise werden bei demyelinisierenden Prozessen 
Astrozyten aus den benachbarten Regionen rekrutiert, um den Schaden von der Peripherie her 
zu begrenzen und eine sogenannten Glianarbe auszubilden. Dadurch könnte in der Umgebung 
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demyelinisierter weißer Substanz mehr Astrozytenmarkierung gemessen werden als in der 
betroffenen weißen Substanz selbst. Diese These wird gestützt von Cekanaviciute & 
Buckwalter (2016), die beschrieben, dass aktivierte und morphologisch veränderte Astrozyten 
in direkter Nachbarschaft zu dem geschädigten Hirngewebe zu finden sind. Die Astrozyten 
werden durch Neurotransmitter und Zytokine von geschädigten Neuronen und eingewanderten 
Entzündungszellen stimuliert und bilden zur Abgrenzung des zellulären Schadens von 
gesundem Gewebe einerseits sogenannte Glianarben aus und sorgen andererseits auf der 
molekularen Ebene für Immunmodulation zur Inhibition der durch die Gehirnschädigung 
ausgelösten Inflammation. Cekanaviciute & Buckwalter (2016) hatten dazu unter anderem 
Daten zur EAE vorliegen. Diese können nicht ohne weiteres auf das Cuprizon-Modell 
übertragen werden, aber Ähnlichkeiten in der Gliaaktivierung bei beiden Modellen sind 
plausibel.  
Der Hippocampus ist eine Hirnregion, für den die demyelinisierende Wirkung einer 
Cuprizongabe mehrfach untersucht worden ist  (Norkute et al., 2009; Koutsoudaki et al., 2009). 
Beide Arbeitsgruppen schlugen den Hippocampus als geeignete Hirnregion zur Untersuchung 
des demyelinisierenden Effektes von Cuprizon vor, der mit  Mikrogliaaktivierung 
( Koutsoudaki et al., 2009) und Astrogliose (  Norkute et al., 2009; Koutsoudaki et al., 2009) 
einhergeht. Damit  bestätigen sich die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit, die im 
Hippocampus hoch-signifikante Unterschiede in den Mikro- und Astrogliamarkierungen 
zwischen unbehandelten und behandelten WT-Tieren zeigen konnten. 
Die Astrogliose ist auch ein lange bekanntes pathologisches Merkmal der Alzheimer-
Erkrankung ( Alzheimer, 1907). Es konnte gezeigt werden, dass die die Aβ-Plaques 
umgebenden reaktiven Astrozyten sowohl QC als auch das von ihr modifizierte TRH 
koexprimieren  ( Waniek et al., 2015). Dies ist insofern interessant, als das dem TRH eine 
neuroprotektive Rolle zugesprochen wird (  Waniek et al., 2015), die es bei Abwesenheit der 
QC, wie es in QC-ko-Tieren der vorliegenden Arbeit der Fall ist, nicht erfüllen könnte. Dies ist 
möglicherweise eine Erklärung für die im Vergleich zum WT teilweise höheren 
Astrogliamarkierungen bei unbehandelten QC-ko-Tieren, die sich im Cingulum signifikant 
nachweisen lassen. 
 
Induktion von Hsp27 durch Cuprizonbehandlung 
Zu den kleinen Hitzeschockproteinen gehörend, hat Hsp27 vielfältige Funktionen bei 
Proteintransport, Zellzyklus und auch programmiertem Zelltod, da sie für den Erhalt der 
Sekundärstruktur von Proteinen unter Hitzeeinwirkung, UV-Strahlung oder mechanischen 
Schädigungen beitragen (  Martinez-Rossi et al., 2016).  
In der vorliegenden Arbeit konnte mit statistischer Signifikanz nachgewiesen werden, dass die 
Behandlung mit Cuprizon die Expression von Hsp27 auslöst. Um die Hsp27-exprimierenden 
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Zellen zu detektieren, wurden Doppelimmunfluoreszenzfärbungen durchgeführt. Es war keine 
Übereinstimmung der Signale für den Mikrogliamarker Iba1 und Hsp27 nachweisbar, jedoch 
eine deutliche Doppelmarkierung durch Hsp27 und den Astrozytenmarker GFAP. Dies deckt 
sich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls beschrieben haben, dass Hsp27 
hauptsächlich in Astrozyten exprimiert wird, jedoch wenig oder gar nicht in Neuronen und 
Mikrogliazellen ( Aquino et al., 1997; Kim et al., 2009; Filipcik et al., 2015).  
Bisher wurde die Hsp27-Expression in Astrozyten im Cuprizon-Modell noch nicht untersucht. 
Im EAE-Modell konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass der Anstieg der Hsp27-Expression 
hauptsächlich während der reaktiven Astrogliose nach Induktion der EAE beginnt (  Kim et al., 
2009). Auch im von Filipcik et al. (2015) verwendeten transgenen Tiermodell für die 
Alzheimersche Erkrankung konnte mit zunehmender intraneuronaler Ablagerung von tau-
Protein ein Anstieg der Hsp27-Expression in Astrozyten beobachtet werden (  Filipcik et al., 
2015). Im Cuprizon-Modell kann in der vorliegenden Arbeit ebenso nachgewiesen werden, dass 
die Hsp27-Expression in Astrozyten nach Gabe von Cuprizon in den zum WT gehörenden 
Tieren signifikant ansteigt. Im Vergleich zu Iba1- und GFAP-Färbung konnten beim Vergleich 
der unbehandelten und behandelten WT-Tiere in allen untersuchten Hirnregionen signifikante 
Unterschiede nachgewiesen werden. Die Hsp27-Expression scheint demzufolge ein guter 
Marker für die Reaktion des Zentralen Nervensystems auf die Gabe des demyelinisierenden 
Cuprizons zu sein.  
Ein weiterer Zusammenhang, den die vorliegende Arbeit untersucht hat, ist die Hsp27-
Expression in QC-ko- und isoQC-ko-Mäusen. Die Expression von Hsp27 in Astrozyten im 
isoQC-ko-Genotyp ist zwar mit Ausnahme des Hippocampus recht niedrig, doch trotzdem 
höher als im WT. Der Unterschied zwischen unbehandeltem WT und isoQC-ko-Genotyp war 
im Corpus callosum statistisch signifikant nachweisbar. Im Gegensatz zu den isoQC-ko-
Genotyp-Tieren weisen die unbehandelten Tiere des QC-ko-Genotyps enorme Hsp27-
Expression auf, so hoch oder höher als die Hsp27-Expression in WT-Tieren, die mit Cuprizon 
behandelt worden waren. Obwohl dies außerdem im ventralen Pallidum und Striatum zu 
beobachten ist, lässt es sich nicht statistisch belegen, da die Gruppe der unbehandelten QC-ko-
Tiere sehr stark streut. Während zwei der vier Tiere ähnlich niedrige Werte wie der 
unbehandelte isoQC-ko-Genotyp aufweisen, weichen die anderen beiden Tiere stark ab. Es 
handelt sich dabei um die gleichen Tiere, die bereits erhöhte Mikroglia- und teilweise auch 
erhöhte Astrogliamarkierungen aufgewiesen hatten. Die starke Hsp27-Expression in 
unbehandelten Tieren hat Auswirkungen auf die Interpretation des Vergleichs unbehandelter 
und behandelter QC-ko-Tiere: Nur in Striatum und ventralem Pallidum lässt sich nach 
Cuprizongabe eine Steigerung der Hsp27-Expression in Astrozyten beobachten und nur im 
ventralen Pallidum statistisch signifikant belegen. Es sind die beiden Hirnregionen, die auch 
den deutlichsten Effekt in der Steigerung der Astrozytenmarkierung nach Cuprizongabe 
aufgewiesen hatten. Der isoQC-ko-Genotyp zeigte unter anderem im Corpus callosum und 
ventralen Pallidum eine signifikante Astrogliaaktivierung, als auch eine signifikante Hsp27-
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Expression nach Cuprizongabe. Die Ähnlichkeit in den Reaktionen bei beiden Färbungen stützt 
die Beobachtung, dass Hsp27 mit Beginn der Astrozytenaktivierung exprimiert wird ( Kim et 
al., 2009).   
Diese Arbeitsgruppe arbeitete mit dem EAE-Modell und vermutete einen Einfluss der Hsp27-
Expression auf die Zellaktivität der Astrozyten und eine Aufgabe bei der Eindämmung der 
ausgelösten autoimmunen Entzündungsreaktion. Außerdem wurde die Hsp27-Expression 
förderlich für  die  Regeneration nach EAE-induzierter Lähmung interpretiert. Dementgegen 
stehen neuere Studien, die eine proinflammatorische Wirkung des Hsp27 in vitro nachgewiesen 
haben (  Bruinsma et al., 2011) oder vermuten, dass die Hsp27-Expression die neuroprotektive 
Wirkung der Astrozyten hemmt und das Krankheitsbild verschlechtert wird.  
Während die Astrozyten in den WT-Tieren vor Cuprizongabe, außer im Hippocampus, gar 
keine Hsp27-exprimierenden Astrozyten aufwiesen, zeigten sie nach Cuprizongabe die stärkste 
Hsp27-Expression im Vergleich zu QC-ko- und isoQC-ko-Genotyp-Tieren. Die Tiere des 
isoQC-ko-Genotyps zeigten dagegen bereits vor Cuprizongabe einige wenige Hsp27-
exprimierende Astrozyten, konnten die Hsp27-Expression aber weniger stark steigern als der 
WT und zeigten nach Cuprizongabe weniger Hsp27-exprimierende Astrozyten als QC-ko- und  
WT-Tiere. 
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die isoQC möglicherweise bei der Stimulation von 
Astrozyten zur Hsp27-Expression beteiligt ist. Für die QC kann dies nicht gezeigt werden.  
 
Hsp70 im Cuprizon-Modell 
Eine weitere Untersuchung zu Hitzeschockproteinen im Cuprizon-Modell wurde durchgeführt, 
die immunhistochemische Färbung mit einem Hsp70-Antikörper. Hsp70 ist eines der 
Chaperone, das einen wichtigen Anteil an der korrekten Proteinfaltung bei der Proteinsynthese 
hat. Dieses Chaperon hat eine konsekutiv (Hsc70), als auch eine stressinduziert exprimierte 
Form (Hsp70) ( Wegele et al., 2004;  Daugaard et al., 2007).  
Die Hsp70-Färbungen haben unregelmäßige Markierungen von Blutgefäßen im gesamten 
Gehirn gezeigt. Dies ist konsistent mit den Untersuchungen von Aquino et al. (1997), die 
gezeigt hatten, dass Hsp70 in Endothelzellen sehr markant exprimiert wird. Die Auswertung 
dieser Endothelmarkierung zeigte beim Vergleich von normaler mit von Multipler Sklerose 
betroffener weißer Substanz keine signifikanten Unterschiede (  Aquino et al., 1997). Auch im 
hier angewendeten Cuprizon-Modell waren, unabhängig vom Genotyp, keine Unterschiede 
zwischen unbehandelten und behandelten Tieren nachweisbar, sodass davon ausgegangen 
werden kann, dass Hsp70 bei demyelinisierenden Prozessen nicht in die Reparatur-, also 
Remyelinisierungsprozesse involviert ist.  
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Zusammenfassung 
Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Gabe von Cuprizon Steigerungen 
von Mikrogliamarkierungen, Astrozytenmarkierung und eine Steigerung der Hsp27-Expression 
nach sich zieht. Bei Mikro- und Astrogliamarkierungen konnte zwischen dem QC-ko- und 
isoQC-ko-Genotyp kein Unterschied nachgewiesen werden. Bei der Hsp27-Markierung zeigte 
sich im isoQC-ko-Genotyp geringere Hsp27-Expression gegenüber dem WT und dem QC-ko-
Genotyp, sodass eine Beteiligung der isoQC bei der Hsp27-Expression durch Astrozyten nicht 
ausgeschlossen werden kann und Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein sollte. 
Auffällig war sowohl beim QC-ko- als auch beim isoQC-ko-Genotyp, dass einige Tiere, aber 
nicht zwangsläufig die gleichen, bei allen Färbungen und Hirnregionen bereits in 
unbehandeltem Zustand hohe Mikrogliamarkierung, Astrozytenmarkierung und Hsp27-
Expression aufwiesen. Es wäre wichtig, die oben genannten möglichen Ursachen zu 
überprüfen, um eindeutige Ergebnisse zu erzielen und um weitere Funktionen von QC und 
isoQC bei neurodegenerativen Erkrankungen herausarbeiten zu können. 
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Die Glutaminylzyklase QC und ihr Isoenzym isoQC katalysieren die Umwandlung N-
terminaler Glutaminylreste an einer Reihe von Neuropeptiden, Peptidhormonen und 
Chemokinen in Pyroglutamat. Diese post-translationale Modifikation schützt Proteine vor 
proteolytischem Abbau und trägt auch zu ihrer biologischen Aktivität bei. Im Falle der 
Alzheimerschen Erkrankung führt QC/isoQC-Aktivität allerdings zur Stabilisierung des Aβ-
Peptids und begünstigt damit dessen Akkumulation und Aggregation in Amyloid-Plaques.  
Beide Enzyme unterscheiden sich in ihrer zelltypspezifischen Expression und ihrer 
Substratspezifität in vivo. Die QC kommt eher in neuronalen Geweben als sekretorisches 
Enzym vor, während die isoQC ubiquitär exprimiert wird und im Golgi-Apparat verankert ist. 
Im Gegensatz zur QC ist die isoQC beispielsweise in der Lage, das proinflammatorische 
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1, auch CCL2 genannt) in seinen aktiven Zustand 
zu überführen. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, inwieweit beide 
Isoenzyme in chronische Entzündungsprozesse involviert sind.  
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Als Modell für diese Untersuchungen wurde die systemische Cuprizon-Applikation als 
tierexperimenteller Ansatz für die nicht-invasive Induktion einer Entzündungsreaktion im 
Gehirn gewählt, um folgende Fragestellungen zu beantworten: 
1. Lässt sich die Entzündungsreaktion, die durch Cuprizongabe ausgelöst wird, mittels 
Iba1-, GFAP- und Hitzeschockprotein 27 (Hsp27)-Immunhistochemie nachweisen?  
2. Sind QC und isoQC an durch Cuprizon ausgelösten entzündlichen Prozessen beteiligt?  
3. Unterscheiden sich QC- und isoQC-knock-out (ko)-Mäuse hinsichtlich der 
Entzündungsreaktion unter Cuprizongabe?  
Dazu wurden Wildtyp (WT)-Mäuse (n = 6), QC-ko (n = 3) und isoQC-ko (n = 3) Mäuse einer 
sechswöchigen Gabe von 0,3 % Cuprizon im Futter unterzogen, was Tagesdosierungen von 
12,9–13,5 mg Cuprizon pro Tier entspricht. Das Cuprizon als Kupferchelator löst einen 
Demyelinisierungsprozess ähnlich der histopathologischen Veränderungen bei Multipler 
Sklerose aus, der mit Chemotaxis von Immunzellen und Aktivierung von Gliazellen einhergeht. 
Als Kontrollgruppe wurden je vier unbehandelte Geschwistertiere der Genotypen WT, QC- und 
isoQC-ko-Mäuse herangezogen. 
In der Arbeit wurden folgende Ergebnisse erzielt: 
1.  Die Gliazellaktivierung wurde mit einer immunhistochemischen Färbung von Iba-1, einem 
Marker für Mikroglia, saurem Gliafaserprotein (GFAP) als Astrozytenmarker und dem 
Nachweis von Hitzeschockprotein 27 untersucht. Die Mikroglia- und Astrozytenaktivierung 
wurde durch Ermittlung des prozentualen Gliaanteils pro Fläche der jeweiligen Hirnregion 
erfasst, Hsp27-exprimierende Gliazellen wurden in jeder untersuchten Hirnregion an 
standardisierten mikroskopischen Aufnahmen des BZ-9000 Mikroskops der Firma Keyence 
unter Zuhilfenahme der BZ-II-Analyzer-Software manuell ausgezählt. Die ermittelten Flächen 
und Zellzahlen wurden mit der Graph-Pad-Prism 6-Software mittels ungepaarter t-Tests 
statistisch ausgewertet. Zu den Hirnstrukturen, die auf eine Entzündungsreaktion hin untersucht 
wurden, gehören das Corpus callosum, das Cingulum, die externe Kapsel, das Septum, das 
Striatum und dessen Faserbündel, der Cortex, die anteriore Kommissur, das ventrale Pallidum 
sowie der Hippocampus. Sowohl in Iba-1-, GFAP- und Hsp27-Färbung konnte bei den WT-
Tieren in nahezu allen untersuchten Hirnregionen eine signifikante Erhöhung des Mikro- und 
Astroglia-Gewebeanteils sowie der Hsp27-Expression in Astrozyten nach Cuprizongabe 
gezeigt werden. Mikro- und Astrogliaaktivierung wurden bereits in früheren Studien mit 
Cuprizon-Applikation nachgewiesen, die Übereinstimmung der Ergebnisse zeigt die 
Wirksamkeit der Cuprizongabe und verdeutlicht die Entzündungsantwort auf zellulärer Ebene. 
Die Hsp27-Expression in Astrozyten konnte in dieser Arbeit erstmalig im Cuprizonmodell 
nachgewiesen werden und stellt eine neue, zelluläre Komponente der Entzündungsreaktion dar. 
2. Mit Nachweis des Einflusses der isoQC auf die Aktivierung von CCL2 in peripheren 
Entzündungsmodellen vermutete man eine Beteiligung der Glutaminylzyklasen auch bei 
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entzündlichen Prozessen im Gehirn. Es zeigte sich, dass QC-ko- und isoQC-ko-Tiere ohne 
Cuprizongabe im Mittel höhere gliäre Gewebeanteile und Hsp27-Expression aufwiesen als die 
unbehandelten WT-Geschwistertiere. In der hier stichprobenartig untersuchten Kohorte deutet 
dies auf eine Funktion der Glutaminylzyclasen für die Aktivierung von Gliazellen und eine 
teilweise Grundaktivierung in nativen QC-/ isoQC-ko-Tieren hin. Auf die Cuprizonbehandlung 
reagierten die ko-Tiere weniger stark als WT-Tiere mit Steigerung der Mikro- und 
Astrogliaaktivität oder erhöhter Hsp27-Expression. Das Fehlen der Glutaminylzyclasen führt 
somit möglicherweise zur Dämpfung einer chronischen Entzündungsantwort.  
3. Inwiefern beide Glutaminylzyklasen zur vermuteten Entzündungshemmung beitragen, war 
ein weiterer Teil der Promotionsarbeit. Betrachtete man die Mikroglia in unbehandelten Tieren, 
zeigte sich in isoQC-ko-Mäusen eine höhere Grundaktivität als in WT- und QC-ko-Genotyp. 
Die dadurch im Verhältnis geringere Steigerung der Mikrogliaaktivität nach Cuprizongabe bei 
den isoQC-ko-Tieren im Vergleich zu Tieren des WT oder QC-ko-Genotyps könnte auf die 
fehlende Aktivierung des CCL2 zurückgeführt werden. Der isoQC-ko-Genotyp zeigte auch bei 
der Hsp27-Färbung unter den drei untersuchten Genotypen die geringste Steigerung der Hsp27-
Expression nach Cuprizongabe, sodass die isoQC möglicherweise bei der Stimulation zur 
Expression dieses Hitzeschockproteins beteiligt ist.  In den Iba-1-Färbungen zeigte sich auch, 
dass bei den QC-ko-Tieren unter Cuprizonapplikation Mikroglia in geringerem Maße aktiviert 
wird als bei WT- und isoQC-ko-Mäusen. Außerdem ergab die Auswertung der Hsp27-
Expression von Astrozyten eine im Vergleich stark erhöhte Hsp27-Expression vor 
Cuprizongabe bei den QC-ko-Tieren. Das Fehlen der vorwiegend neuronal vorkommenden QC 
in den hier untersuchten zentralnervösen Strukturen hat möglicherweise gravierendere 
Auswirkungen auf zelluläre entzündliche Prozesse als das Fehlen der isoQC, die, ubiquitär 
vorkommend, weniger spezifische Aufgaben in Neuronen innehaben könnte.  
Die Arbeit zeigt, dass sich das Cuprizon-Modell eignet, einen chronischen Entzündungsprozess 
im Gehirn nachzustellen, um nachgeschaltete inflammatorische zelluläre Reaktionen eines 
Organismus zu untersuchen. Die Betrachtung von Mikrogliaaktivierung und Hsp27-Expression 
scheint für die Untersuchung des Cuprizon-Modells besser geeignet zu sein als die Auswertung 
der Astrogliaaktivität, da die fein nuancierten Unterschiede zwischen den betrachteten 
Glutaminylzyklasen in den GFAP-Färbungen weniger gut nachweisbar waren.  Um die oben 
dargelegten Ergebnisse besser statistisch untermauern zu können, sollte in fortführenden 
Untersuchungen eine höhere Anzahl an Tieren pro Versuchsgruppe angestrebt werden.  
 
 
 
 XXIV 
Persönlicher und wissenschaftlicher Werdegang 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Persönliche Daten 
Name 
Geburtsdatum 
Geburtsort 
Familienstand 
  
Mahela Damaris Nestler 
13.05.1991 
Zwenkau 
In fester Beziehung lebend 
 
Schulische Ausbildung 
2001 – 2009 
  
1997 – 2001  
 
Gymnasium „Rudolf-Hildebrand-Schule“  
Markkleeberg – Abitur 
Grundschule Zwenkau      
  
 Studium 
2015 – 2016 
 
2009 – 2015 
   
Medizinstudium an der Universität Leipzig  
(Praktisches Jahr) – 3.Staatsexamen 
Medizinstudium an der Friedrich-Schiller-  
Universität Jena – 1. & 2. Staatsexamen 
                     Promotion 
November 2014 – April 2015 
und 
Juni 2016 – November 2016 
  
Paul-Flechsig-Institut für Hirnforschung in Leipzig,  
Abteilung Molekulare Bildgebung in den  
Neurowissenschaften 
Beruflicher Werdegang 
Seit Dezember 2016  
   
Ärztin in Weiterbildung an der Ilmtalklinik Pfaffenhofen,  
Abteilung Gynäkologie & Geburtshilfe  
 XXV 
Eigenständigkeitserklärung 
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstständig und ohne unzulässige Hilfe 
oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich versichere, dass 
Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar eine Vergütung oder geldwerte Leistungen für 
Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation 
stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch im Ausland in gleicher oder 
ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde zum Zweck einer Promotion oder eines anderen 
Prüfungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus anderen Quellen und von anderen Personen 
übernommene Material, das in der Arbeit verwendet wurde oder auf das direkt Bezug 
genommen wird, wurde als solches kenntlich gemacht. Insbesondere wurden alle Personen 
genannt, die direkt an der Entstehung der vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Die aktuellen 
gesetzlichen Vorgaben in Bezug auf die Zulassung der klinischen Studien, die Bestimmungen 
des Tierschutzgesetzes, die Bestimmungen des Gentechnikgesetzes und die allgemeinen 
Datenschutzbestimmungen wurden eingehalten. Ich versichere, dass ich die Regelungen der 
Satzung der Universität Leipzig zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis kenne und 
eingehalten habe. 
 
 
 
 
 
 
 
 
.................................      ....................................  
Datum                                         Unterschrift 
 
 
 
 
 
 XXVI 
Danksagung 
An erster Stelle gilt mein Dank meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. Steffen Roßner, der mich 
bei der Bearbeitung meiner Dissertation stets in fachlichen Gesprächen, Ratschlägen und 
Anmerkungen begleitet und unterstützt hat.  
Außerdem gilt mein besonderer Dank meiner Betreuerin Frau Dr. Maike Hartlage-Rübsamen 
für die engmaschige methodische und wissenschaftliche Unterstützung während der 
Durchführung der Experimente und deren Auswertung.  
Herrn Prof. Dr. med. habil. Thomas Arendt danke ich für die freundliche Aufnahme in das Paul-
Flechsig-Institut und Bereitstellung der notwendigen Ressourcen. 
Der Probiodrug AG möchte ich für die Zurverfügungstellung der Tiere danken, ohne das diese 
Arbeit nicht hätte zustande kommen können. 
Herrn Dr. Carsten Jäger danke ich für die Herstellung des Kontakts zum Paul-Flechsig-Institut, 
was mir die Anfertigung der Dissertation erst ermöglicht hat. 
Den Mitarbeitern des Paul-Flechsig-Instituts danke ich für die schöne Zusammenarbeit, die 
Integration in das Team und die Motivation durch viele Gespräche in den kleinen 
schöpferischen Pausen.  
Besonders möchte ich an dieser Stelle auch den fleißigen Korrekturlesern für ihre Zeit und ihren 
aufmerksamen Rat, meinen Großeltern für unermüdliches Anspornen, meinen Eltern für den 
Glauben an das Projekt und meinem Partner für unendliche Geduld und stete Mithilfe in 
technischen Belangen danken. 
